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Abstract of WO2004063366 

The invention relates to a method for producing 
ketocarotenoids by cultivating genetically 
modified organisms that have a modified ketolase 
activity in relation to the wild type. The invention 
also relates to said genetically modified 
organisms, and to the use of the same as 
foodstuff and animal feed and for the production 
of ketocarotenoid extracts. 
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Nudeotidsequenz ORF 38 (786 bp) 

TTGAATTTTTGTGATAMCCAGTTAGCTATTATQTTGCAATAGAGCAATTAAGTGCTAAA- 

gaagatactgtttgggggctggtgattgtcatagtaattattagtctttgggtagg- 

tagmggctttmactagctattaamtgccamgtcccaatttggttgatacctattg- 

caatagtttggcw\atgttcctttatacagggctatttattactgcacatgatgctatg- 

catgggtcagtttatcgtaaaaatcccaaaattaataattttatcggttgactagctg- 

tagcgcttfackactgtgtttccatatcaacagatgttaaagaatgattgcttacat- 

catcgtcatcctgctagcgaagttgacccagattttcatgatggtaagagaacaaacgc- 

tattttctggtatctccattrcatgatagmtactccagttggcaacagttaatagtac- 

tmctatcotatttaatttagctaaatacgttttgcacatccatcaaataaatctcatct- 

tattttggagtattcctccaattttaagttccattcmctgtmatttcggaa- 

catttttgcctcatggagaacgcaagaaaggatatgtttatccgcattgcagccaaacaa- 

taamttgccaacttrrttgtcatttatcgcttgctaccactttggttatcatgaagaacat- 

catgagtatcoccatgtaccttggtggcaacttccatctgtatataagcagagagtatf- 

caacaattcagtaaccaattcstaa 

148 {759 bp) 
= 148C789bp) 

GTGATCCAGTTAGMCMCCACTCAGTOATCMQCAAMCTGACTCCAGTAOX3AGAAGTA 
AATCTCAGTTTMGGGGCTTTTCATTGCTATTGTCATTGTTAGCGCATGGGrrCATfAGCCTG 
AGTTTATTAGTTTCX^CTTGACATCTCAMGCTAAMTTTTGGATGTrATTGCCrGTTATACTA 

TATTTCCCCAAMCACCMGATTAATCATTTGATrGGAACATTGACCCTATCCCTrT- 

tatggtcttttaccatatcaaamgtattgaaaaaacattggttacaccaccacaatccag- 

CAAGGTGMTAGACCCGGATTTTCAGMTGGTAAACACCAAAGrrrTCTTTGCTTGG- 

TATT7TCATTTTATG AAAG GTTACTGG AGTTGGGQ GCAAATAATTGGSTrGAGTATTATT- 

TATAACTTTGCTAAATACATACn"CCATATCCCAAGTGATAATCTAACTTACTTTT®aGTGG- 

TACCCTCSCTTTTAAGTTGATTAGAATTATTCTATTTTGGTAC I I I I flACCCCATAGT- 

GMCCAATAGGGGGTTATGnCAGCCTCATTGTGCCGAAACMTTAGCCGTCC' 

TATTTGGTGGTCATTTATCAGGTGCTATCATTTTGGCTACCAGGAGGAACATCACGAA- 

TATrCTCATATTTCTTGGTGGCAGTTACCAGAAATTTACAAAGCAAAATAG 



(57) Abstract: The invention relates to a method for 
producing ketocaiotenoids by fnltn * e letii lUj 

modified organisms that have a modified ketolase ac- 
tivity in relation to the wild type. The invention also 
relates to said genetically modified organisms, and to 
the use of the same as foodstuff and animal feed and 
for the production of ketocarotenoid extracts. 

(S7) Zusammenfessnng: Die. vorliegende Erfindung 
betrifft em Verfahren zur Herstellung von Ketocaroti- 
noiden durch Kultivierung von genetisch veranderten 
Organismen, die im Vergleich zum Wildtyp eine 
veranderte Ketolase-Aktivitat aufweisen, die 
genetisch veranderten Organismen, sowie deren 
Verwendung als Nahrungs- and Futtermittel und zur 
Herstellung von Ketocarotinoidextrakten. 
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Verfahren zur Hersteilung von Keiocarotinoiden durch Kultivierung von genetisch veranderten 
Organismen 

Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erftndung betrifftein Verfahren zur Hersteliung von Ketocarotinoiden durch Kul- 
tivierung von genetisch veranderten Organismen, die im Vergleich zum Wifdtyp eine veranderte 
Ketofase-Aktivitat aufweisen, die genetisch veranderten Organismen, sowie deren Verwendung 
ais Nahrungs- und Futiermittel und zur Hersteilung von Ketocarotinoidextrakten. 

10 

Ketocarotinoide treten hauptsachlich bei Bakterien, wenigen Pilzen und als Sekundarcarotinoide 
bes Grunalgen auf. Neben Echinenon, dem 4-Monoketo Derivat des B-Carotins wird auch die 
entsprechende symmetrische Diketo Verbindung Canthaxanthin gebiidet. Daneben sind von den 
o.g. Organismengruppen einige wenige Spezies bekannt, in dsnen Astaxanthin (= 3,3'-Hydroxy- 

1 5 4,4'-keto-B-carotin) als Endprodukt der Biosynthese (zusammen mit geringen Mengen entspre- 
chender intermediate) zu finden ist ( Goodwin, T.W. (1980) The Biochemistry of the Carote- 
noids, Vol. 1: Plants, 2nd edn. Chapman & Hail, New York.; Johnson, E.A. & An G.-H. (1991) 
Astaxanthin from microbial sources. Critical Rev. Biotechno!. 11, 297-326.; 3. Lorenz, R.T. & 
Cysewski, G.R. (2000) Commercial potential for Haematococcus microalgae as a natural source 

20 of astaxanthin. Trend Biotechn. 1 8, 1 60-1 67). 



Aufgrund ihrerfarbgebenden Eigenschaften werden die Ketocarotinoide und insbesondere 
Astaxanthin als Pigmentierhilfsstoffe in der Tierernahrung, insbesondere in der Forelien-, Lachs- 
und Shrimpszuchtverwendet. 

25 

Die Hersteilung von Astaxanthin ertolgt heutzutage groGtenteils durch chemische Synthesever- 
fahren. Naturliche Ketocarotinoide, wie beispielsweise natQrliches Astaxanthin, werden heutzu- 
tage in biotechnoiogischen Verfahren in kleinen Mengen durch Kultivierung von Aigen, bei- 
spielsweise Haematococcus pluvialis oder durch Fermentation von gentechnologisch optimier- 
30 ten Mikroorganismen und anschlieBender Isoiierung gewonnen. 

Ein wirtschaftiiches biotechnologisches Verfahren zur Hersteilung von natQrlichen Ketocarotinoi- 
den ist daher von groBer Bedeutung. 

35 Spezifische Ketoiase Gene des crfWTyps wurden aus den Bakterien Agrobacterium aurantia- 
cum (EP 735 137, Accession NO: D58420), Paracoccus marcusii (Accession NO: Y151 12) und 
als cDNA aus Haematococcus (Haematococcus pluvialis Flotow sm. Write und Haematoccus 
pluvialis, NIES-144 (EP 725137, WO 98/18910 und Lotan et al, FEBS Letters 1995, 364, 125- 
128, Accession NO: X86782 und D45881)) kloniert und funktionell identifiziert. 
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Daneben existieren noch ORFs aus anderen Organismen, die auf Grund von Aminosaure Ho- 
mologien als Ketolase Gene bezeichnet werden, wie beispielsweise Nukleinsauren kodierend 
eine Ketolase aus aus Alcatigenes sp. PC-1 (EP 735137, Accession NO: D58422), Synecbocys- 
tissp. Strain PC6803 (Accession NO: NP_442491), Bradyrhizobium sp. (Accession NO: 
5 AF21 841 5), AfcsfOC sp. FCC 7120 (Kaneko et al, DNA Res. 2001 , 8(5), 205 - 213; Accession 
NO: AP003592, BAB748B8) und Brevundimonas aurantiaca (WO 02079395). 

Biochemisch sind lediglich die Ketolase aus A. aurantiacum und Aicaligenes spec, charakieris- 
iert worden (Fraser P.D., Shimada H. & Misawa N.(1998) Enzymic confirmation of reactions 

1 o involved in routes to astaxanthin formation, elucidated using a direct substrate in vitro assay. 
Eur. J. Biochem. 252, 229-236.). Es gibt noch einen weiteren Typ von B-Carotin Ketolase Ge- 
nen, crfOaus dem Cyanobacterium Synechocystis, das keine Ahnlichkeit mit crtWaufweist und 
mit den bakteriellen Desaturasen verwandt ist (Fernandez-Gonzalez, B., Sandmann, G. & Vio- 
que, A (1997) A new type of asymmetrically acting B-carotene ketolase is required for the syn- 

1 5 thesis of echinenone in the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803. J. Biol. Chem . 272, 
9728-9733.) 

Alle bekannten Ketoiasen konnen bei B-Carotin in Position 4 eine Ketogruppe einf ugen. Das 
crtO Gen kodiert f iir eine Monoketolase, die Echinenon als Endprodukt aus B-Carotin bildet. Die 

20 crtW Genfamilie, zu der auch bkt aus Haematococcus gehort, kodiert fur eine Diketolase, die B- 
Carotin bis zu Canthaxanthin umsetzt. Diese Reaktion scheint der erste Modifikationsschritt in 
Richtung Astaxanthin zu sein, dem sich eine Hydroxylierung an Position 3 anschlieBt. Die glei- 
ch© Reaktionssequenz gilt dann auch fQrden zweiten lonon Ring (9). Es gibt auch enzymatische 
Hinweise, dass 3-Hydroxy-B-carotin Derivate nur schlecht an Position 4 ketoliert werden k6nnen. 

25 Es hat sich ebenfalls gezeigt, dass nur bestimmte bakterielle Hydroxylasen, wie die von Erwinia 
uredovora ( Breitenbach, J., Misawa, N., Kajiwara, S. & Sandmann, G. (1996) Expression in 
Escherichia coii and properties of the carotene ketolase from Haematococcus pluviaiis. FEMS 
Microbiol. Lett. 140, 241-246) Oder A. aurantiacum in der Lage sind ketolierle Intermediate um- 
zusetzen. Die struktureil unterschiedlichen Hydroxylasen der Cyanobacterien konnen dies nicht 

30 (Albrecht, M., Steiger, S. & Sandmann, G. (2001 ) Expression of a ketolase gene mediates 
the synthesis of canthaxanthin in Synechococcus ieading to resistance against pigment photo- 
degradation and UV-B sensitivity of photosynthesis. Photochem. Photobiol. 73, 551-555.). Es 
erfoigt keine Kooperation dieses Typs von Hydroxylase mit einer Ketolase, und man erhalt keine 
substantielien Mengen an Astaxanthin. 

35 

EP 735 137 beschreibt die Herstellung von Xanthophyllen in Mikroorganismen, wie beispielswei- 
se E. co/zdurch Einbringen von Ketoiase-Gcnon (crtW) aus Agrobacterium aurantiacum oder 
Aicaligenes sp. PC-1 in Mikroorganismen. 



WO 2004/063366 PCT/EP2003/014876 
3 

Aus EP 725 137, WO 98/18910, Kajiwara et al. (Rant Mol. Biot. 1995, 29, 343-352) und Hirsch- 
berg et al.(FEBS Letters 1995, 364, 125-128) ist es bekannt, Astaxanthin durch Einbringen von 
Ketolase-Genen aus Haematocoocus pluvialis (crtW, crtO oder bkt) in E coffherzustellen. 

5 Hirschberg et a!.(FI=BS Letters 1997, 404, 129-134) beschreiben die Hersteliung von Asta- 
xanthin in Synechococcus durch Einbringen von Ketolase-Genen (crtO) aus Haematococcus 
pluvialis. Sandmann et ai. (Photochemistry and Photobiology 2001, 73{5), 551-55) beschreiben 
ein analoges Verfahren, das jedoch zur Hersteliung von Canthaxanthin fQhrt und nur Spuren 
Astaxanthin liefert. 

10 

WO 98/18910 und Hirschberg et al. (Nature Biotechnology 2000, 18(8), 888-892) beschreiben 
die Synthese von Ketocarotinoiden in Nektarien von TabakblQten durch Einbringen des Ketoia- 
se-Qens aus Haematococcus pluvialis (crtO) in Tabak. 

1 5 WO 01/2001 1 beschreibt ein DNA Konstrukt zur Produktion von Ketocarotinoiden, insbesondere 
Astaxanthin, in Samen von Olsaatpflanzen wie Raps, Sonnenblume, Sojabohne und Sent unter 
Verwendung eines Samen-spezifischen Promotors und einer Ketolase aus Haematococcus 
pluvialis. 

20 Alle im Stand der Technik beschriebenen Verfahren zur Hersteliung von Ketocarotinoiden und 
insbesondere die beschriebenen Verfahren zur Hersteliung von Astaxanthin welsen den Nachteil 
auf, da8 die transgenen Organismen nur geringe Mengen an Astaxanthin iiefem. 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Hersteliung von Ketocarotinoi- 
25 den durch Kultivierung von genetisch veranderten Organismen zur VerfQgung zu stellen, bzw. 
weitere genetisch veranderte Organismen, die Ketocarotinoide herstellen, zur VerfQgung zu 
stellen, die die vorstehend beschriebenen Nachteile des Standes der Technik in geringerem 
MaSe Oder nicht mehr aufweisen. 

30 DemgemaB wurde ein Verfahren zur Hersteliung von Ketocarotinoiden gefunden, indem man 
genetisch veranderte Organismen kultiviert, die im Vergleich zum Wiidtyp eine veranderte Keto- 
lase-Akiivitat aufweisen und die veranderte Ketolase-Aktivitat durch eine Ketolase verursacht 
wird, enthaltend die AminosauresequenzSEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch 
Substitution, insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat 

35 von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

Die erfindungsgemaBen Organismen wie beispielaweise Mikroorganisrnon oder Pflanzen sind 
vorzugsweise als Ausgangsorganismen natOrBcherweise in der Lage, Carotinoide wie beispiels- 
weise fi-Carotin oder Zeaxanthin herzustellen, oder konnen durch genetische Veranderung, wie 
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beispielsweise Umreguiierung von Stoffwechseiwegen oder Komplementierung in die Lage ver- 
setzt werden, Carotinoide wie beispielsweise [3-Carotin Oder Zeaxanthin herzustellen. 

Einige Organismen sind ate Ausgangs- oder Wildtyporganismen bereits in der Lage, Ketocaroti- 
5 noidewie beispielsweise Astaxanlhin Oder Canthaxanthin herzustelien. Diese Organismen, wie 
beispieisweise Haematococcus pluviaiis, Paracoccus marcusii, Xanthophyllomyces 
dendrorhous, Bacillus circulans, Chlorococcum, Phaffia rhodozyma, Adonis sp., Neochloris 
wimmeri,Protosiphon botryoides, ScotieUopsis oocystiformis, Scenedesmus vacuolates, Chloreia 
zofingiensis, Ankistrodesmus braunii, Eugksna sanguinea, Bacillus atrophaeus, Biakesiea wei- 
1 o sen bereits ais Ausgangs- oder Wiidtyporganismus eine Ketolase-Aktivitat auf. 

in einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemafeen Verfahrens werden daher ais Ausgangsor- 
ganismen Organismen verwendet, die bereits ais Wildtyp oder Ausgangsorganismus eine Keto- 
laseaktivitat aufweisen. In dieser AusfQhrungsform bewirkt die genetische Veranderung eine 
1 5 Erhohung der Ketolase-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp oder Ausgangsorganismus. 

Unter Ketolase-Aktivitat wird die Enzymakfivitat einer Ketoiase verstanden. 

Unter einer Ketoiase wird ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat aufweist, am, 
20 gegebenenfails substituierten, p-ionon-Ring von Carotinoiden eine Keto-Gruppe einzufuhren. 

Insbesondere wird unter einer Ketoiase ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat 
aufweist, p-Carotin in Canthaxanthin umzuwandeln. 

25 Dementsprechend wird unter Ketolase-Aktivitat die in einer bestimmten Zeit durch das Protein 
Ketoiase umgesetzte Menge (3-Carotin bzw. gebildete Menge Canthaxanthin verstanden. 

Bei einer erhohten Ketolase-Aktivitat gegeniiber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum Wild- 
typ in einer bestimmten Zeit durch das Protein Ketoiase die umgesetzte Menge p-Carotin bzw. 
30 die gebildete Menge Canthaxanthin erhoht. 

Vorzugsweise betragt diese Erhohung der Ketolase-Aktivitat mindestens 5 %, weiter bevorzugt 
mindestens 20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt mindestens 100 %, be- 
vorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 500 %, insbesondere mindestens 
35 600 % der Ketolase-Aktivitat des Wildtyps. 



Unter dem Begriff "Wildtyp" wird erfindungsgemaB der entsprechende Ausgangsorganismus 
verstanden. 
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Je nach Zusammenhang kann unter dem Begriff "Organismus" der Ausgangsorganismus (Wiid- 
typ) Oder ein erfindungsgemaSer, geneflsch veranderter Organismus oder beides verstanden 
werden. 

5 

Vorzugsweise und insbesondere in Fallen, in denen der Organismus Oder der Wildtyp nicht ein- 
deutig zugeordnet werden kann, wird unter "Wfldtyp B fQr die Erhohung oder Verursachung der 
Ketolase-Aktivitat, fur die nachstehend beschriebene Erhohung der Hydroxylase-Aktiviiat, fur die 
nachstehend beschriebene Erhohung der p-Cyciase-Aktivitat und die Erhohung des Gehalts an 
1 o Ketocarotinoiden jeweils ein Referenzorganismus verstanden. 

Dieser Referenzorganimus ist fQr Mikroorganismen, die bere'rts ais Wiidtyp eine Ketoiase Aktivi- 
tat aufweisen, vorzugsweise Haematococcus pluvialis. 

1 5 Dieser Referenzorganismus ist fur Mikroorganismen, die als Wildtyp keine Ketoiase Aktivitat 
aufweisen, vorzugsweise Blakeslea. 

Dieser Referenzorganismus ist fur Pflanzen, die bereits als Wildtyp eine Ketolase-Aktivitat auf- 
weisen, vorzugsweise Adonis aestivalis, Adonis flammeus oder Adonis annuus, besonders 
20 bevorzugt Adonis aestivalis. 

Dieser Referenzorganismus ist fiir Pflanzen, die als Wildtyp keine Ketolase-Aktivitat in BlOten- 
blatter aufweisen, vorzugsweise Tagetes erecta, Tagetes patula, Tagetes lucida, Tagetes 
pringlei, Tagetes palmed, Tagetes minuta oder Tagetes campanulata, besonders bevorzugt ■ 
25 Tagetes erecta. 

Die Bestimmung der Ketolase-Aktivitat in erfindungsgemaBen genetisch veranderten Organis- 
men und in Wildtyp- bzw. Referenzorganismen erfolgt vorzugsweise unter tolgenden Bedingun- 
gen: 

30 

Die Bestimmung der Ketolase-Aktivitat in Pfianzen- oder Mikroorganismenmateria! erfolgt in 
Aniehnung an die Methode von Frazer et a!., (J. Biol. Chem. 272(10): 6128-6135, 1997). Die 
Ketolase-Aktivitat in pflanzlichen oder Mikroorganismus-Extrakten wird mit den Substraten 
Caroiin und Canthaxanthin in Gegenwart von Lpd (Sojaiectthin) und Detergens {Natriumcholat) 
35 bestimmt. Substrat/Produkt-Verhaltnisse aus den Ketolase-Assays werden mitteis HPLC ermit- 
teit. 

Die Erhohung der Ketolase-Aktivitat kann durch verschiedene Wege erfolgen, beispielsweise 
durch Ausschalten von hemmenden Regulationsmechanismen auf Transiations- und Protein- 
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ebene Oder durch Erhohung der Genexpression einer Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, 
gegenuber dem Wiidtyp, beispieisweise durch induzterung des Ketoiase-Gens durch Aktivato- 
ren oder durch Einbringen von Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase, in den Organismus. 

5 Unter ErhOhung der Genexpression etner Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, wird erfin- 
dungsgemaB in dieser Ausfuhrungsform auch die Manipulation der Expression der Organismen 
eigenen endogenen Ketolasen verstanden. Dies kann beispieisweise durch Veranderung der 
Promotor DNA-SequenzfOr Ketolase kodierende Gene erreicht werden. Eine solche Verande- 
rung, die eine veranderte oder vorzugsweise erhohte Expressionsrate mindestens eines endo- 

1 0 genen Ketolase Gens zur Folge hat, kann durch Deletion oder insertion von DNA Sequenzen 
erfolgen. 

Es ist wie vorstehend beschrieben mogiich, die Expression mindestens einer endogenen Keto- 
lase durch die Applikation exogener Stimuli zu verandern. Dies kann durch besnndere physiolo- 
1 5 gische Bedingungen, also durch die Applikation von Fremdsubstanzen erfolgen. 

Des weiteren kann eine erhohte Expression mindestens eines endogenen Ketolase-Gens da- 
durch erzielt werden, dass ein im Wiidtyporganismus nicht vorkommendes oder modifiziertes 
Regulatorprotein mit dem Promotor dieser Gene in Wechselwirkung tritt. 

20 

Solch ein Regulator kann ein chimares Protein darstellen, welches aus einer DNA-Bindedomane 
und einer Transkriptionsaktivator-Domane besteht, wie beispieisweise in WO 96/06166 be- 
schrieben. 

25 In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt die Erhohung der KetoSase-Aktivitat gegeniiber 
dem Wiidtyp durch die Erhohung der Genexpression einer Nukleinsaure, kodierend eine Ketola- 
se, enthaitend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch 
Substitution, Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat 
von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

30 

!n einer weiter bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt die Erhohung der Genexpression einer 
Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, durch Einbringen von Nukleinsauren, die Ketolasen 
kodieren, in die Organismen, wobei die Ketolasen die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeieite- 
35 te Sequenz enthalten, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der 
Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

in den erfindungsgemaBen transgenen Organismen liegt also in dieser Ausfuhrungsform ge- 
genQber dem Wiidtyp mindestens ein weiteres Ketolase-Gen vor, kodierend eine Ketolase, ent- 



WO 2004/063366 PCT/EP2003/014876 
7 

haltend die Aminosauresequenz SEQ. ID, NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substituti- 
on, Insertion ocler Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindes- 
tens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

5 In dieser Ausfuhrungsform weist der erfindungsgemafie genetisch veranderte Organismus 
dementsprechend mindestens eine exogene (=heterologe) Nukleinsaure, kodierend eine Keto- 
lase, auf oder mindestens zwei endogene Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase, auf, wobei 
die Ketolasen die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch 
Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz enthalten, die eine 

1 o Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

In einer anderen, bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen Verfahrens werden als 
Ausgangsorganismen Organismen verwendet, die als Wildtyp keine Ketolaseaktivitat aufweisen. 

15 In dieser bevorzugten Ausfuhrungsform verursacht die genettsche Veranderung die Ketolase- 
Aktivitat in den Organismen. Der erfindungsgemaBe genetisch veranderte Organismus weist 
somit in dieser bevorzugten Ausfuhrungsform im Vergleich zum genetisch nicht veranderten 
Wildtyp eine Ketoiase-Aktivitat auf und 1st somit vorzugsweise in der Lage, transgen eine Keto- 
lase zu exprimieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser 

20 Sequenz durch Substitution, insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die 
eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 auf- 
weist. 

In dieser bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Verursachung der Genexpression einer Nuk- 
25 leinsaure, kodierend eine Ketolase, analog zu der vorstehend beschriebenen ErhShung der Ge- 
nexpression einer Nukieinsaure,kodierend eine Ketolase, vorzugsweise durch Einbringen von 
Nukleinsauren, die Ketolasen kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleite- 
te Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
30 SEQ. ID. NO. 2 aufweist, in den Ausgangsorganismus. 

Dazu kann in beiden AusfQhrungsformen prinapieB jede Nukleinsauren, die eine Ketolase ko- 
diert, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch 
Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat 
35 von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, verwen- 
det werden. 

Die Verwendung der erfindungsgemaBen Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase, fQhrt im er- 
findungsgemaBen Verfahren flberraschenderweise zu einer hoheren Ausbeute an Ketocaroti- 
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noiden, insbesondere an Astaxanthin als bei der Verwendung der im Stand der Technik verwen- 
deten Ketolase-Gene. 

Alle in der Beschreibung erwahnten Nukleinsauren konnen beispielsweise eine RNA-, DNA- 
5 Oder cDNA-Sequenz sein. 

Bei genomischen Ketolase-Sequenzen aus eukaryotischen Quellen, die Introns enthalten, sind 
fOr den Fall, dass der Wirtsorganismus nicht in der Lage ist oder nicht in die Lage versetzt wer- 
den kann. die entsprechenden Ketolase zu exprimieren, bevorzugt bereits prozessierte Nuklein- 
1 0 sauresequenzen wie die entsprechenden cDNAs zu verwenden. 

Beispieie fur Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase, und die entsprechenden Ketolasen, ent- 
haitend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substituti- 
on, Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine tdenfrtat von mindes- 
15 tens 42 % auf Aminosaureebene m'rt der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, die im erfindungs- 
gemaBen Verfahren vorteilhaft verwendet werden konnen, sind beispielsweise Sequenzen aus 

Nostocpunctiforme PCC73102 ORF 38, Nukleinsaure: Acc.-No. NZ_AABC01000195, Basen- 
paar 55,604 bis 55,392 (SEQ ID NO: 1); Protein: Acc.-No. ZPJ)01 11258 (SEQ ID NO: 2) (als 
20 putatives Protein annotiert) oder 

Nostoc punctiforme PCC73102OBF 148, Nukleinsaure: Acc.-No. NZ_AABC01000196, Basen- 
paar 140,571 bis 139,810 (SEQ ID NO: 3), Protein: (SEQ ID NO: 4) (nicht annotiert) 

25 oder von diesen Sequenzen abgeleitete Ketolasesequenzen. 

Abbildung 1 zeigt zusatzlich die Nukleinsauresequenzen von ORF 38 und ORF 148 aus Nostoc 
punctiforme. 

30 Fur die Herstetlung von Astaxanthin ist insbesondere die Verwendung der Ketolase Nostoc 
punctiforme PCC73102OWF 148, Nukleinsaure: Acc.-No. NZ_AABC01000196, Basenpaar 
140,571 bis 139,810 (SEQ ID NO: 3), Protein: (SEQ ID NO: 4} oder von dieser Sequenz abgelei- 
tete Sequenzen besonders bevorzugt 

35 Weitere naturliche Beispieie fur Ketolasen und Ketoiase-Gene, die im erfindungsgemaBen Ver- 
fahren verwendet werden konnen, lassen sich beispielsweise aus verschiedenen Organismen, 
deren genomtsche Sequenz bekannt ist, durch Identitatsvergleiche der Aminosauresequenzen 
oder der entsprechenden rGckCibersetzten Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken mit den 
vorstehend beschriebenen Sequenzen SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 4 leicht auffinden. 
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Weitere naturliche Beispielefur Ketofasen und Ketolase-Gene lassen sich weiterhin ausgehend 
von den vorstehend beschriebenen Nukfeinsauresequenzen, insbesondere ausgehend von den 
Sequenzen SEQ ID NO: 1 Oder SEQ ID NO: 3 aus verschiedenen Organismen, deren genomi- 
5 sche Sequenz nicht bekannt ist, durch Hybridtsierungstechniken in an sich bekannler Weise 
leichtauffinden. 

Die Hybridisierung kann unter moderaten (geringe Stringenz) oder vorzugswetse unter stringen- 
ten (hohe Stringenz) Bedingungen erfolgen. 

10 

Soiohe Hybridisierungsbedingungen sind beispielsweise bei Sambrook, J., Friisch, E.F., Mania- 
tis, T., in: Molecular Cloning (A Laboratory Manual), 2. Auflage, Coid Spring Harbor Laboratory 
Press, 1989, Setten 9.31-9.57 oder in Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & 
Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6 beschrteben. 

15 

Beispielhaft konnen die Bedingungen wahrend des Waschschrittes ausgewahlt sein aus dem 
Bereich von Bedingungen begrenzt von soichen mit geringer Stringenz (mtt 2X SSC bei 50_C) 
und soichen mit hoher Stringenz (mit 0.2X SSC bei 50_C, bevorzugt bei 65_C) (20X SSC: 0,3 M 
Natriumcitrat, 3 M Natrium chlorid, pH 7.0). 

20 

Daruberhinaus kann die Temperatur wahrend des Waschschrittes von moderaten Bedingungen 
bei Raumtemperatur, 22°C, bis zu stringenten Bedingungen bei 65°C angehoben werden. 

Beide Parameter, Salzkonzentration und Temperatur, konnen gleichzeitig variiert werden, auch 
25 kann einer der beiden Parameter konstant gehalten und nur der andere variiert werden. Wah- 
rend der Hybridisierung k6nnen auch denaturierende Agenzien wie zum Beispiel Formamid oder 
SDS eingesetzt werden. In Gegenwart von 50 % Formamid wird die Hybridisierung bevorzugt 
bei 42°C ausgefuhrt. 

30 Einige beispielhafte Bedingungen fur Hybridisierung und Waschschritt sind infolge gegeben: 
(1 ) Hybridiserungsbedingungen mit zum Beispiel 

(i) 4X SSC bei 65°C, oder 

35 

(ii) 6X SSC bei 45°C, oder 

(iii) 6X SSC bei 68°C, 1 00 mg/ml denaturierter Fischsperma-DNA, oder 
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(iv) 6X SSC, 0.5 % SDS, 1 00 mg/ml denaturierte, fragmentierte Lachssperma-DN A bei 
68°C, Oder 

5 (v) 6XSSC, 0.5 % SDS, 100 mg/ml denaturierte, tragmentlerte Uchssperma-DNA, 50 % 
Formamid bei 42°C, Oder 

(vi) 50% Formamid, 4X SSC bei 42_C, oder 

1 0 (vii) 50 % (vol/vol) Formamid, 0.1 % Rinderserumalbumin, 0.1 % Ficoll, 0.1 % Polyvinylpyrro- 
lidon, 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 6.5, 750 mM NaCI, 75 mM Natriumcitrat bei 42°C, oder 

(viii) 2X oder 4X SSC bei 50°C (moderate Bedingungen), oder 

1 5 (ix) 30 bis 40 % Formamid, 2X oder 4X SSC bei 42° (moderate Bedingungen). 

(2) Waschschritte f Or jeweiis 1 0 Minuten m'rt zum Beispiel 

(i) 0.01 5 M NaCI/0.001 5 M Natriumcitrat/0.1 % SDS bei 50°C, oder 

20 

(ii) 0.1 X SSC bei 65°C, oder 

(iii) 0.1 X SSC, 0.5 % SDS bet 68°C, Oder 

25 (iv) 0.1 X SSC, 0.5 % SDS, 50 % Formamid bei 42°C, oder 

(v) 0.2X SSC, 0.1 % SDS bei 42°C, oder 

(vi) 2X SSC bei 65°C (moderate Bedingungen). 

30 

In einer bevorzugten Ausf Qhrungsform der erfindungsgemaBen Verfahren bringt man Nuklein- 
sauren ein, die eine Ketoiase kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ iD NO: 2 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleite- 
te Sequenz, die eine fdentitat von mindestens 50%, vorzugsweise mindestens 60%, vorzugs- 
35 weise mindestens 65 %, vorzugsweise mindestens 70 %, bevorzugter mindestens 75 %, bevor- 
zupter mindestens 80 %, bevorzugter mindestens 85 %, bevorzugter mindestens 90 %, bevor- 
zugter mindestens 95 %, besonders bevorzugt mindestens 98 % auf Aminosaureebene mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 2 aufweist 
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Dabei kann es sich urn eine nattirliche Ketolase-Sequenz handein, die wie vorstehend beschrie- 
ben durch Identitatsvergleich der Sequenzen aus anderen Organtsmen gefunden werden kann 
Oder um eine kQnstiiche Ketolase-Sequenz, die ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 2 
5 durch kunstiiche Variation, beispieisweise durch Substitution, insertion oder Deletion von Ami- 
nosauren abgewandelt wurde. 

Unter dem Begriff "Substitution" ist in der Beschreibung der Austausch einer oder mehrerer A- 
minosauren durch eine oder mehrere Aminosauren zu verstehen. Bevorzugt werden sog. kon- 
1 0 servative Austausche durchgef Qhrt, bei denen die ersetzte Aminosaure eine ahnliche Eigen- 
schaft hat wie die ursprQngliche Aminosaure, beispieisweise Austausch von Glu durch Asp, Gin 
durch Asn, Val durch lie, Leu durch tie, Ser durch Thr. 

Deletion ist das Eraetzen einer Aminosaure durch eine direkte Bindung. Bevorzugte Posrtionen 
1 5 fur Deletionen sjnd die Termini des Polypeptides und die Verknupf ungen zwischen den einzel- 
nen Proteindomanen. 

Insertionen sind Einfugungen von Aminosauren in die Poiypeptidkette, wobei formal eine direkte 
Bindung durch ein oder mehrere Aminosauren ersetzt wird. 

20 

Unter identitat zwischen zwei Proteinen wird die Identitat der Aminosauren uber die jeweils ge- 
samte Proteinlange verstanden, insbesondere die Identitat die durch Vergleich mit Hilfe der Vec- 
tor NTI Suite 7.1 Software der Firma Informax (USA) unter Anwendung der Clusta! Methode 
(Higgins DG, Sharp PM.Fast and sensitive multiple sequence alignments on a microcomputer. 
25 Comput Appl. Biosci. 1989 Apr;5(2): 151-1) unter Einstellung folgender Parameter berechnet 
wird: 

Multiple alignment parameter 

Gap opening penalty 1 0 

30 Gap extension penalty 10 

Gap separation penalty range 8 

Gap separation penalty off 

% identity for alignment delay 40 

Residue specific gaps off 
35 Hydrophilic residue gap off 

Transition weighing 0 
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Pairwise alignment parameter: 
FAST algorithm on 
K-tupie size 1 
Gap penalty 3 
5 Window size 5 
Number of best diagonals 5 

Unter einer Ketoiase, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Se- 
quenz SEQ ID NO: 2 aufweist, wird dementsprechend eine Ketoiase verstanden, die bei einem 
1 o Vergleich seiner Sequenz mit der Sequenz SEQ ID NO: 2, insbesondere nach obigen Pro- 
grammiogarithmus mit obigem Parametersatz eine identitat von mindestens 42 % aufweist. 

Beispielsweise weist nach obigen Programmiogarithmus mit obigem Parametersatz die Se- 
quenz der Ketoiase aus Nostoc punctiforme PCC731 02 ORF 148 (SEQ ID NO: 4) mit der Se- 
1 5 quenz der Ketoiase aus Nostoc punctiforme PCC73102 ORF 38 (SEQ ID NO: 2) eine identitat 
von 64% auf. 

Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch Ruckubersetzung der Poiypeptid- 
sequenzgemaB dem genetischen Code erhaltlich. 

20 

Bevorzugt werden dafQr solche Codons verwendet, die entsprechend der Organism us- 

spezif ischen "codon usage" haufig verwendet werden. Die "codon usage" lasst sich anhand von 

Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der betreffenden Organismen ieicht ermitteln. 

25 in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform brlngt man eine Nukleinsaure, enthaltend die 
Sequenz SEQ ID NO: 1 Oder SEQ ID NO: 3 in den Organismus ein. 

Alle vorstebend erwahnten Ketolase-Gene sind weiternin In an sich bekannter Weise durch 
chemische Synthese aus den Nukleotidbausteinen wie beispielsweise durch Fragmentkonden- 

30 sation einzelner Oberiappender, komplementarer Nukleinsaurebausteine der Doppelhelix her- 
steiibar. Die chemische Synthese von Oligonukieotiden kann beispielsweise, in bekannter Wei- 
se, naoh der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York, S. 896- 
897} eriolgen. Die Aniagerung synthetischer Oligonukleotide und Auffullen von Liicken mithiife 
des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase und Ligationsreaktionen sowie aligemeine Klo- 

35 nierungsverfahren werden in Sambrook et al. (1 989), Molecular cloning: A laboratory manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

Die Sequenz der Ketoiase aus Nostoc punctiforme PCC73102ORF 38 (SEQ ID NO: 2) weist mit 
den Sequenzen der Ketolasen die in den Verfahren des Standes der Technik verwendet werden 
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eine Identitat von 38% {Agrobacterium aurarrtiacum (EP 735 137, Accession NO: D58420), 38% 
(Alcaiigenes sp. PC-1 {EP 735137, Accession NO: D58422) und 19 bis 21 % (Haematococcus 
pluvialis Flotow em. Wilie und Haematoccus pluvialis, N1ES-144 (EP 725137, WO 98/18910 und 
Lotan et at, FEBS Letters 1995, 364, 125-128, Accession NO: X86782 und D45881) auf. 

5 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden Organismen kultiviert, die gegenOber dem Wild- 
typ zusatzlich zur erhohten Ketolase-Aktivitat eine erhohte Hydroxylase-Aktivitat und/oder p- 
Cyclase-Aktivitat aufweisen. 

1 0 Unter Hydroxylase-Aktivitat wird die Enzymaktiv'rtat einer Hydroxylase verstanden. 

Unter einer Hydroxylase wird ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat aufweist, 
am, gegebenenfalls substituierten, p-ionon-Ring von Carotinoiden eine Hydroxy-Gruppe einzu- 
fuhren. 

15 

Insbesondere wird unter einer Hydroxylase ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivi- 
tat aufweist, p-Carotin in Zeaxanthin oder Canthaxanthin in Astaxanthin umzuwandeln. 

Dementsprechend wird unter Hydroxylase-Aktivitat die in einer bestimmten Zeit durch das Pro- 
20 tein Hydroxylase umgesetzte Menge p-Carot'm oder Canthaxanthin bzw. gebiidete Menge Zea- 
xanthin oder Astaxanthin verstanden. 

Bei einer erhohten Hydroxylase-Aktivitat gegenCiber dem Wildtyp wird somit im Vergloich zum 
Wildtyp in einer bestimmten Zeit durch das Protein Hydroxylase die umgesetzte Menge p- 
25 Carotin oder Canthaxantin bzw. die gebiidete Menge Zeaxanthin oder Astaxanthin erhoht. 

Vorzugsweise betragt diese Erhohung der Hydroxylase-Aktivitat mindestens 5 %, weiter bevor- 
zugt mindestens 20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt mindestens 100 %, 
bevorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 500 %, insbesondere mindestens 
30 600 % der Hydroxylase-Aktivitat des Wildtyps. 

Unter p-Cyciase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer p-Cyclase verstanden. 

Unter einer p-Cyclase wird ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat aufweist, ei- 
35 nen endstandigen, iinearen Rest von Lycopin in einen p-lonon-Ring zu QberfQhren. 

insbesondere wird unter einer p-Cyciase ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat 
aufweist, y-Carotin in p-Carotin umzuwandeln. 
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Dementsprechend wird unter p-Cydase-^vitat cBe in einer bestimmten Zeit durch das Protein 
p-Cyclase umgesetzte Menge y-Carotin bzw. gebifdete Menge p-Carotin verstanden. 

5 Bei einer erhohten p-Cyclase -Aktivitat gegeniiber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum 
Witdtyp in einer bestimmten Zeit durch das Protein p-Cyclase die umgesetzte Menge an Lycopin 
bzw. y-Carotin Oder die gebildete Menge an y-Carotin aus Lycopin bzw. die gebildete Menge an 
p-Carotin aus y-Carotin erhoht. 

1 0 Vorzugsweise betragt diese Erhohung der p-Cydase-Aktivitat mindestens 5 %, weiter bevorzugt 
mindestens 20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt mindestens 100 %, be- 
vorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 500 %, insbesondere mindestens 
600 % der p-Cyclase-Aktivitat des Wildtyps. 

1 5 Die Bestimmung der Hydroxylase-Aktivitat in erfindungsgemaBen genetisch veranderten Orga- 
nismen und in Wildtyp- bzw. Referenzorganismen erfoigt vorzugsweise unter folgenden Bedin- 
gungen: 

Die Aktivitat der Hydroxylase wird nach Bouvier et al. (Biochim. Biophys. Acta 1 391 (1 988), 320- 
20 328) in vitro bestimmt. Es wird zu einer bestimmten Menge an Organismusextrakt Ferredoxin, 
Ferredoxin-NADP Oxidoreductase, Katalase, NADPH sowie p-Carotin mil Mono- und Digalakto- 
sylgiyzeriden zugegeben. 

Besonders bevorzugt erfoigt die Bestimmung der Hydroxylase-Aktivitat unter folgenden Bedin- 
25 gungen nach Bouvier, Keller, d'Harlingue und Camara (Xanthophyll biosynthesis: molecular and 
functional characterization of carotenoid hydroxylases from pepper fruits (Capsicum annuum L; 
Biochim. Biophys. Acta 1391 (1998), 320-328): 

Der in-vitro Assay wird in einem Volumen von 0.250 mi durchgefuhrt. Der Ansatz enthalt 50 mM 
30 Kaliumphosphat (pH 7.6), 0.025 mg Ferredoxin von Spinat, 0.5 Einheiten Ferredoxin-NADP+ 
Oxidoreduktase von Spinat, 0.25 mM NADPH, 0.010 mg beta-Carotin (in 0.1 mg Tween 80 e- 
mulgiert), 0.05 mM einer Mischung von Mono- und Dlgataktosylglyzeriden (1:1), 1 Einhe'rt Kata- 
iyse, 200 Mono- und Digalaktosylglyzertden (1:1), 0.2 mg Rinderserumalbumin und Organis- 
musextrakt in unterschiediichem Volumen. Die Reaktionsmischung wird 2 Stunden bei 30°C 
35 inkubiert. Die Reaktionsprodukte werden mit organischem Losungsmitte! wie Aceton oder 
Chioroform/Methanol (2:1) extrahiert und mitteis HPLC bestimmt. 
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Die Bestimmung der p-Cyclase-Aktivilat in erfindungsgemafien genetisch veranderten Orga- 
nismen und in Wildtyp- bzw. Referenzorganismen erfolgt vorzugsweise unterfolgenden Bedin- 
gungen: 

5 Die Aktivitat der p-Cyclase wird nach Fraser und Sandmann (Biochem. Biophys. Res. Comm. 
185(1) (1992) 9-15)/n vitro bestimmt. Es werden zu einer bestimmten Menge an Organismusex- 
trakt Kaliumphosphat als Puffer (pH 7.6), Lycopin a!s Substrat, Stromaprotein von Paprika, 
NADP+, NADPH und ATP zugegeben. 

1 0 Besonders bevorzugt erfolgt die Bestimmung der p-Cyclase -Aktivitat unter f olgenden Bedin- 
gungen nach Bouvier, d'Harlingue und Camara (Molecular Analysis of carotenoid cyclae inhibiti- 
on; Arch. Biochem. Biophys. 346(1) (1997) 53-64): 

Der in-vitro Assay wird in einem Volumen von 250 ul Volumen durchgefiihrt. Der Ansatz enthaft 
15 50 mM Kaliumphosphat (pH 7.6),unterschieditche Mengen an Organismusextrakt, 20 nM Lyco- 
pin, 250 ug an chromoplastidarem Stromaprotein aus Paprika, 0.2 mM NADP+, 0.2 mM NADPH 
und 1 mM ATP. NADP/NADPH und ATP werden in 10 ml Ethanol mit 1 mg Tween 80 unmtttel- 
bar vor dor Zugabe zum inkubationsmedium geiost. Nach einer Reaktionszeit von 60 Minuten 
bel 30°C wird die Reaktion durch Zugabe von Chloroform/Methanol (2:1) beendet. Die in Chloro- 
20 form extrahierten Reaktionsprodukte werden mittels HPLC analysiert. 

Ein alternativer Assay mit radioaktivem Substrat ist beschrieben in Fraser und Sandmann (Bio- 
chem. Biophys. Res. Comm. 185(1) (1992) 9-15). 

25 Die Erhohung der Hydroxylase-Aktivitat und/oder p-Cyclase-Aktivitat kann durch verschiedene 
Wege erfolgen, beispielsweise durch Ausschaiten von hemmenden Reguiationsmechanismen 
auf Expressions- und Proteinebene oder durch Erhohung der Genexpression von Nukieinsau- 
ren, kodierend eine Hydroxylase, und/oder von Nukleinsauren, kodierend eine p-Cyclase, ge- 
genuber dem Wildtyp. 

30 

Die Erhohung der Genexpression der Nukleinsauren, kodierend eine Hydroxylase, und/oder die 
Erhohung der Genexpression der Nukleinsaure, kodierend eine p-Cyclase, gegeniiber dem 
Wildtyp kann ebenfalis durch verschiedene Wege erfolgen, beispielsweise durch Induzlerung 
des Hydroxylase-Gens und/oder p-Cyclase-Gens durch Aktivatoren oder durch Einbringen von 
35 einer oder mehrerer Hydroxyiase-Genkopien und/oder (1-Cyclase-Genkopien, also durch Ein- 
bringen mindestens einer Nukleinsaure, kodierend eine Hydroxylase, und/oder mindestens einer 
Nukleinsaure, kodierend eine p-Cyclase, in den Organismus. 
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Unter Erhohung der Genexpression einer Nukieinsaure, kodierend eine Hydroxylase und/oder p- 
Cyclase, wird erfindungsgemaB auch die Manipulation der Expression der Organismus eigenen 
endogenen Hydroxylase und/oder p-Cyclase verstanden. 

5 Dies kann beispielsweise durch Veranderung der Promotor DNA-Sequenz for Hydroxylasen 
und/oder p-Cyciasen kodierende Gene erreicht werden. Eine solche Veranderung, die eine er- 
hohte Expressionsrate des Gens zur Folge hat, kann beispielsweise durch Deletion oder Inserti- 
on von DNA Sequenzen erfolgen. 

10 Es ist, wie vorstehend beschrieben, moglich, die Expression der endogenen Hydroxylase 

und/oder p-Cyclase durch die Appiikation exogener Stimuli zu verandern. Dies kann durch be- 
sondere physiologische Bedingungen, also durch die Appiikation von Fremdsubstanzen erfol- 
gen. 

15 Des weiteren kann eine veranderte bzw. erhohte Expression eines endogenen Hydroxylase- 
und/oder p-Cyclase-Gens dadurch erzielt werden, dass ein im nicht transformierten Organismus 
nicht vorkommendes Regulator-Protein mit dem Promotor dieses Gens in Wechselwirkung tritt. 

Solch ein Regulator kann ein chimares Protein darstellen, welches aus einer DNA-Bindedomane 
20 und einer Transkriptionsaktivator-Domane besteht, wie beispielsweise in WO 96/061 66 be- 
schrieben. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsform erfolgt die Erhohung der Genexpression einer Nukiein- 
saure, kodierend eine Hydroxylase, und/oder die Erhohung der Genexpression einer Nuklein- ■ 
25 saure, kodierend eine p-Cyclase, durch Einbringen von mindestens einer Nukieinsaure, kodie- 
rend eine Hydroxylase, und/oder durch Einbringen von mindestens einer Nukieinsaure, kodie- 
rend eine p-Cyclase, in den Organismus. 

Dazu kann prinzipieil jedes Hydroxyiase-Gen bzw. jedes p-Cyc!ase-Gen, also jede Nukleinsau- 
30 re, die eine Hydroxylase und jede Nukieinsaure, die eine p-Cyclase kodiert, verwendet werden. 

Bei genomischen Hydroxylase-bzw. p-Cyclase-NUklelnsaure-Sequenzen aus eukaryotischen 
Quellen, die Introns enthalten, sind fur den Fall, dass der Wirtsorganismus nicht in der Lage ist 
oder nicht in die Lage versetzt werden kann, die entsprechende Hydroxylase bzw. p-Cyclase zu 
35 exprimieren, bevorzugt bereits prozessierte Nukieinsauresequenzen, wie die entsprechenden 
cDNAs, zu verwenden. 
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Ein Beispiel fOr ein Hydroxyiase-Gen ist eine Nukleinsaure, kodierend eine Hydroxylase, aus 
Haematococcus pluvialis, Accession AX038729, WO 0061764); (Nukleinsaure: SEQ ID NO: 5, 
Protein: SEQ ID NO: 6). 

5 Ein Beispiel fur ein (5-Cyclase-Gen ist eine Nukleinsaure, kodierend eine p-Cyciase aus Tomate 
(Accession X86452).(Nukietnsaure: SEQ ID NO: 7, Protein: SEQ ID NO: 8). 

In den erfindungsgemaBen bevorzugten transgenen Organismen liegt also in dieser bevorzug- 
ten AusfOhrungsform gegenuber dem Wildtyp mindestens ein weiteres Hydroxyiase-Gen 
1 o und/oder |}-Cyclase-Gen vor. 

in dieser bevorzugten Ausfuhrungsform weist der genetisch veranderte Organismus beispiels- 
weise mindestens eine exogene Nukleinsaure, kodierend eine Hydroxylase, oder mindestens 
zwei endogene Nukleinsauren, kodierend eine Hydroxylase und/oder mindestens eine exogene 
15 Nukleinsaure, kodierend eine p-Cyclase, oder mindestens zwei endogene Nukleinsauren, kodie- 
rend eine |}-Cyclase, auf. 

Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter AusfOhrungsform als 
Hydroxylase-Gene Nukleinsauren, die Proteine kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz 
20 SEQ ID NO: 6 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von 
Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identity von mindestens 30 %, vorzugsweise min- 
destens 50 %, bevorzugter mindestens 70%, noch bevorzugter mindestens 90 %, am bevorzug- 
testen mindestens 95 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 6, und die die 
enzymatische Eigenschaft einer Hydroxylase aufweisen. 

Weitere Beispiele fur Hydroxylasen und Hydroxyiase-Gene lassen sicb beispielsweise aus ver- 
schiedenen Organismen, deren genomiscbe Sequenz bekannt ist, wie vorstehend beschrieben 
durch Homologievergleiche der Aminosauresequenzen oder der entsprechenden ruckQbersetz- 
ten Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken mit der SEQ ID. NO: 6 leicht auffinden. 

Weitere Beispiele fur Hydroxylasen und Hydroxyiase-Gene lassen sich weiterhin beispielsweise 
ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 5 aus verscbiedenen Organismen deren genomische 
Sequenz nicht bekannt ist, wie vorstehend beschrieben, durch Hybridisierungs- und PCR- 
Techniken in an sich bekannter Weise leicht auffinden. 

m einer weiter besonders bevorzugten AusfQhrungsform werden zur Erhohung der Hydroxylase- 
AktivMt Nukleinsauren in Organismen eingebracht, die Proteine kodieren, enthaltend die Ami- 
nosauresequenz der Hydroxylase der Sequenz SEQ ID NO: 6. 



25 
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Geetgnete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch RQckQbersetzung der Polypeptid- 
sequenz gemaB dem genetischen Code erhaltltch. 

5 Bevorzugt werden dafGr soiche Kodorts verwendet, die entsprechend des organismus- 

spezifischen "codon usage" haufig verwendet werden. Dieser "codon usage" lasst sich anhand 
von Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der betreffenden Organismen ieicht er- 
mittein. 

10 In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform bringt man eine Nukleinsaure, enthaltend die 
Sequenz SEQ. ID. NO: 5, in den Organismus ein. 

Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter Ausfuhrungsform als p- 
Cyclase-Gene Nukleinsauren, die Proteine kodieren, enthallertd die Arninosauresequenz SEQ 
1 5 ID NO: 8 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von Amino- 
sauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 30 %, vorzugsweise mindestens 
50 %, bevorzugter mindestens 70 %, noch bevorzugter mindestens 90 %, am bevorzugtesten 
mindestens 95 % auf Aminosaureebene m'rt der Sequenz SEQ ID NO: 8, und die die enzymati- 
sche Eigenschaft einer p-Cyclase aufweisen. 

20 

Weitere Beispiele fur p-Cyciasen und p-Cydase-Gene lassen sich beispielsweise aus verschie- 
denen Organismen, deren genomische Sequenz bekannt ist, wie vorstehend beschrieben durch 
Homologieverglelche der Aminosauresequenzen oder der entsprechenden ruokObersetzten 
Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken mit der SEQ ID NO: 8 ieicht auffinden. 

25 

Weitere Beispiele fur (3-Cyclasen und p-Cyclase~Gene lassen sich weiterhin beispielsweise 
ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 7 aus verschiedenen Organismen, deren genomische 
Sequenz nicht bekannt ist, durch Hybridisierungs- und PCR-Techniken in an sich bekannter 
Weise Ieicht auffinden. 

30 

In einer weiter besonders bevorzugten AusfQhrungsform werden zur Erhohung der p-Cyclase- 
Akiivitat Nukleinsauren in Organiamen cingebraoht, die Proteine kodieren, enthaltend die Ami- 
nosauresequenz der p-Cyciase der Sequenz SEQ. ID. NO: 8. 

35 Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch RQckQbersetzung der Poiypeptid- 
sequenz gemafJ dem genetischen Code erhaitlich. 
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Bevorzugt werden dafiirsolche Kodons verwendet die entsprechend des Organismus- 
spezifischen "codon usage" haufig verwendet werden. Dieser "codon usage" lasst sich anhand 
von Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der betreffenden Organismen leicht er~ 
mitteln. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform bringt man eine Nukleinsaure, enthaltend die 
Sequenz SEQ. ID. NO: 7 in den Organismus ein. 

Alle vorstehend erwahnten Hydroxyiase-Gene Oder p-Cydase-Gene sind weiterhin in an sich 
10 bekannter Weise durch chemische Synthese aus den Nukleotidbausteinen wie beispieisweise 
durch Fragmentkondensation einzeiner iiberlappender, kbmplementarer Nukleinsaurebausteine 
der Doppelhelix herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann beispieisweise, 
in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press 
New York, Seite 896-897) erfolgen. Die Aniagerung synthetischer Oiigonukleotide und AuffCillen 
15 von Lucken mithiife des Klenow-Fragmentes der DNA-Poiymerase und Ligationsreaktionen 
sowie aligemeine Kionierungsverfahren werden in Sambrook et ai. (1989), Molecular cloning: A 
laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

Besonders bevorzugt werden im erfindungsgemaBen Verfahren genetisch veranderte Organis- 
20 men mit foigende Kombinationen genetischer Veranderungen verwendet: 

Genetisch veranderte Organismen, die im Vergteich zum Wildryp eine erhohte oder verursachte 
Ketolase-Aktivitat und eine orhohts Hydroxylase-Aktivitat aufweisen, 

25 genetisch veranderte Organismen, die im Vergieich zum Wildtyp eine erhohte oder verursachte 
Ketoiase-Aktivitat und eine erhohte p-Cyclase-Aktivitat aufweisen und 

genetisch veranderte Organismen, die im Vergieich zum Wildtyp eine erhohte oder verursacnte 
Ketoiase-Aktivitat und eine erhohte Hydroxyiase-Aktivttat und eine erhohte p-Cyclase-Aktivitat 
30 aufweisen. 

Die Herstellung dieser genetisch veranderten Organismen kann, wie nachstehend beschrieben, 
beispielGweiss durch Efnbringen einzeiner Nuklein^iurekonstrukte (Expressbnskassetten) Oder 
durch Einbringen von Mehrfachkonstrukten erfolgen, die bis zu zwei oder drei der beschriebe- 
nen Aktivitaten enthalten. 

35 

Unter Organismen werden erfindungsgemaB vorzugsweise Organismen verstanden, die ais 
Wildtyp- oder Ausgangsorganismen naturlicherweise oder durch genetische Komplementlerung 
und/oder Umregulierung der Stoffwechselwege in der Lage sind, Carotinoide, insbesondere |J- 
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Carotin und/oder Zeaxanthin und/oder Neoxanthin und/oder Violaxanthin und/oder Lutein herzu- 
sielien. 

Weiter bevorzugte Organismen weisen a!s Wiidtyp- Oder Ausgangsorganismen bereits eine 
5 Hydroxylase-Aktivrtit auf und sind somit ais WHdtyp- Oder Ausgangsorganismen in der Lage, 
Zeaxanthin herzusteilen. 

Bevorzugte Organismen sind Pflanzen oderMikroorganismen, wie beispielsweise Bakterien, 
Hefen, Algen oder Pilze. 

10 

Als Bakterien konnen sowohl Bakterien verwendet werden, die aufgrund des Einbringens von 
Genen der Carotinoidbiosynthese eines Carotinoid-produzierenden Organismus in der Lage 
sind, Xanthophylle zu synthetisieren, wie beispielsweise Bakterien der Gattung Escherichia, die 
beispielsweise crt-Gene aus Erwinia enthalten, als auch Bakterien, die von sich aus in der Lage 
1 5 sind, Xanthophylle zu synthetisieren wie beispielsweise Bakterien der Gattung Erwinia, Agrobac- 
terium, Flavobacterium, Alcaiigenes, Paracoccus, AfosfocoderCyanobakterien der Gattung 
Synechocystis. 

Bevorzugte Bakterien sind Escherichia cog Erwinia herbicola, Erwinia uredovora, Agrobacterlum 
20 aurantiacum, Alcaiigenes sp. PC- 1, Flavobacterium sp. strain R1 534, das Cyanobacterium Sy- 
nechocystis sp. PCC6803, Paracoccus marcusii Oder Paracoccus caroiinifaciens. 

Bevorzugte Hefen sind Candida, Saccharomyces, Hansenula, Pichia Oder Phaffia. Besonders 
bevorzugte Hefen sind Xanthophyllomyces dendrorhous oder Phaffia rhodozyma. 

25 

Bevorzugte Pilze sind Aspergillus, Trichoderma, Ashbya, Neurospora, Blakeslea, Phycomyces, 
Fusarium Oder weitere in Indian Chem. Engr. Section B. Vol. 37, No. 1,2 (1 995) auf Seite 15, 
Tabelle 6 beschriebene Pilze. 

30 Bevorzugte Algen sind Grunalgen, wie beispielsweise Aigen der Gattung Haematococcus, 

Phaedactyium tricomatum, Volvoxoder Dunaliella. Besonders bevorzugte Algen sind Haemato- 
coccus pwialis oder Dunaliella bardawil. 

Weitere brauchbare Mikroorganisrnen und deren Herstellung zur Durchf Qhrung des erfindungs- 
35 gemaSen Verfahrens sind beispielsweise aus der DE-A-199 1 6 1 40 bekannt, worauf hiermit 
Bezug genommen wird. 

Besonders bevorzugte Pflanzen sind Pflanzen ausgewahlt aus den Familien Ranunculaceae, 
Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, Vitaceae, Bras- 
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sicaceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyllaceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Ge- 
ranlaceae, Caprifoliaceae, Oleaceae, Tropaeolaceae, Soianaceae, Scrophuiariaceae, Astera- 
ceae, Liliaceae, Amaryliidaceae, Poaoeae, Orchidaceae, Malvaceae, liliaceae oder Lamiaceae. 

5 Ganz besonders bevorzugte Pflanzen sinti ausgewahtt aus der Gruppe der Pflanzengattungen 
Marigold, Tagetes errecta, Tagetes patula, Acacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aquilegia, Aster, 
Astragalus, Bignonia, Calendula, Caltha, Campanula, Canna, Centaurea, Cheiranthus, Chrysan- 
themum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cytisus, Deionia, Delphinium, Dianthus, Di- 
morphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, Forsythia, Fremontia, Gazania, Gelsemium, Genista, 

10 Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, Grevillea, Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum, 
Hisbiscus, Heliopsis, Hypericum, Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, 
Lathyrus, Leontodon, Lifium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachta, Maratia, Medicago, Mimu- 
lus, Narcissus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentiiia, Pyra- 
cantha, Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senech, Silene, Silphium, Sinapsis, 

15 Sorbus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, Trollius, Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, 
Viola Oder Zinnia, besonders bevorzugt ausgewahtt aus der Gruppe der Pflanzengattungen Ma- 
rigold, Tagetes erecta, Tagetes patuia, Lycopersicon, Rosa, Calendula, Physalis, Medicago, 
Helianthus, Chrysanthemum, Aster, Tufipa, Narcissus, Petunia, Geranium, Tropaeoium oder 
Adonis. 

20 

im erfindungsgemaBen Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden wird vorzugsweise dem 
Kultivierungsschritt der genetisch veranderten Organismen ein Emten der Organismen und wei- 
ter bevorzugt zusatziich ein Isolieren von Ketocarotinoiden aus den Organismen angeschlossen. 

25 Das Ernten der Organismen erfolgt in an sich bekannter Weise dem jeweiligen Organismus 
entsprechend. Mikroorganismen, wie Bakterien, Hefen, Algen oder Pilze oder Pflanzenzellen, 
die durch Fermentation in fiuBigen Nahrmedien kultiviert werden, konnen beispielsweise durch 
Zentrifugieren, Dekantieren oder Fiitrieren abgetrennt werden. Pflanzen werden in an stch be- 
kannter Weise auf Nahrboden gezogen und entsprechend geemtet. 

30 

Die Kultivierung der genetisch veranderten Mikroorganismen erfolgt bevorzugt in Gegenwart von 
Sauerstoff bei einer Kuitivierungstemperatur von mindestens etwa20°C, wie z.B. 20°C bis 40 °C, 
und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9. Bei genetisch veranderten Mikroorganismen erfoigt vor- 
zugsweise zunachst die Kuitivierung der Mikroorganismen in Gegenwart von Sauerstoff und in 
35 einem Komplexmedium, wie Z.B. TB- oder LB- Medium bei einer Kuitivierungstemperatur von 
etwa 20 °C oder mehr, und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9, bis eine ausreichende Zelidichte 
erreicht ist. Urn die Oxidationsreaktlon besser steuern zu konnen, bevorzugt man die Vorwen- 
dung eines induzierbaren Promotors. Die Kultivierung wird nach Induktion der Ketolaseexpressi- 
on in Gegenwart von Sauerstoff, z.B. 12 Stunden bis 3 Tage, fortgesetzt. 
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Die Isolierung der Ketocarotinoide aus der geernteten Biomasse erfolgt in an sich bekannter 
Weise, beispielsweise durch Extraktion und gegebenenfalis weiterer chemische oder physikali- 
scher Reinigungsprozesse, wie beispielsweise Fallungsmethoden, Kristaliographie, thermische 
5 Trennverfahren, wie Rektifizierverfahren oder physikalische Trennverfahren, wie beispielsweise 
Chromatographie. 

Wie nachstehend erwahnt, konnen die Ketocarotinoide in den erfindungsgemaBen, genetisch 
veranderten Pfianzen vorzugsweise in verschiedenen Pflanzengeweben, wie beispielsweise 
10 Samen, Blatter, Fruchte, Biuten, insbesondere in Biutenblattern spezifisch hergestellt werden. 

Die Isolierung von Ketocarotinoiden aus den geernteten BIQtenblattern erfolgt in an sich bekann- 
ter Weise, beispielsweise durch Trocknung und anschlieBender Extraktion und gegebenenfalis 
weiterer chemischer Oder physikalischer Reinigungsprozesse, wie beispielsweise Fallungsme- 
1 5 thoden, Kristaliographie, thermische Trennverfahren, wie Rektifizierverfahren oder physikalische 
Trennverfahren, wie beispielsweise Chromatographie. Die Isolierung von Ketocarotinoiden aus 
den BIQtenblattern erfolgt beispielsweise bevorzugt durch organische Losungsmittel wie Aceton, 
Hexan, Ether odertert.-Methylbutylether. 

20 Weitere Isolierverfahren von Ketocarotinoiden, insbesondere aus Biutenblattern, sind beispiels- 
weise in Egger und Kleinig (Phytochemistry (1967) 6, 437-440) und Egger (Phytochemistry 
(1965) 4, 609-618) beschrieben. 

Vorzugsweise sind die Ketocarotinoide ausgewahlt aus der Gruppe Astaxanthin, Canthaxanthin, 
25 Echinenon, 3-Hydroxyechinenon, 3'-Hydroxyechinenon, Adonirubin und Adonixanthin. 

Ein besonders bevorzugtes Ketocarotinoid tst Astaxanthin. 

Je nach verwendetem Organism us fallen die Ketocarotinoide in freier Form oder als Fettsaure- 
30 ester an. 

in BIQtenblattern von Pfianzen fallen die Ketocarotinide im erfindungsgemaBen Verfahren in 
Form ihrer Mono- oder Diester mit Fettsauren an. Einige nachgewiesene Fettsauren sind z.B. 
Myristinsaure, Palmitinsaure, Stearinsaure, Olsaure, Linolensaure, und Laurinsaure (Kamata 
35 und Simpson (1987) Comp. Biochem. Physiol. Vol. 86B(3), 587-591). 

Die Hersteltung der Ketocarotinoide kann in der ganzen Pflanze oder in einer bevorzugten Aus- 
fQhrungsform spezifisch in Pflanzengeweben, die Chromoplasten enthalten, erfolgen. Bevorzug- 
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te Pflanzengewebe sind beispielsweise Wurzein, Samen, Blatter, Fruchte, Biuten und insbeson- 
dere Nektarien und Blutenblatier, die auch Petaten bezeichnet werden. 

In einer besonderes bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Verfahrens verwen- 
5 det man genetisch veranderte Pfianzen, die in Biuten die hdchste Expressionsrate einer Ketola- 
se aufweisen. 

Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, dass die Genexpression der Ketoiase unter Kontroiie 
eines blutenspezifischen Promotors erfoigt. Beispielsweise werden dazu die vorstehend be- 
1 0 schriebenen Nukieinsauren, wie nachstehend ausf Qhrlich beschrieben, in einem Nukleinsaure- 
konstrukt funktioneli verknQpft mit einem blutenspezifischen Promoter in die Pflanze einge- 
bracht. 

in einer weiteren, besonderes bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Verfah 
1 5 rens verwendet man genetisch veranderte Pfianzen, die in Frtichten die hdchste Expressionsra- 
te einer Ketoiase aufweisen. 

Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, dass die Genexpression der Ketoiase unter Kontroiie 
eines fruchtspezif ischen Promotors erfoigt. Beispielsweise werden dazu die vorstehend be- 
20 schriebenen Nukieinsauren, wie nachstehend ausfQhrlich beschrieben, in einem Nukleinsaure- 
konstrukt funktioneli verknQpft mit einem fruchtspezifischen Promoter in die Pflanze eingebracht. 

In einer weiteren, besonderes bevorzugten, Ausfuhrungsform der erfindungsgemSBen Verfah- 
rens verwendet man genetisch veranderte Pfianzen, die in Samen die hochste Expressionsrate 
25 einer Ketoiase aufweisen. 

Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, dass die Genexpression der Ketoiase unter Kontroiie 
eines samenspezifischen Promotors erfoigt. Beispielsweise werden dazu die vorstehend be- 
schriebenen Nukieinsauren, wie nachstehend ausfQhrlich beschrieben, in einem Nukieinsaure- 
30 konstrukt funktioneli verkniiptt mit einem samenspezifischen Promoter in die Pflanze einge- 
bracht. 

Das Targeting in die Chromplasten erfoigt durch ein funktioneli verknupftes plastidares Transit- 
peptid. 

35 

lm folgenden wird exempSarisch die HersteBung genetisch veranderter Pfianzen mit erhohter 
Oder verursachter Ketolase-Aktiviiat beschrieben. Die Erhohung weiterer Alctivitaten, wie bei- 
spielsweise der Hydroxylase-Aktivitat und/oder der p-Cyclase-Aktivitat kann analog unter Ver- 
wendung von Nukleinsauresequenzen, kodierend eine Hydroxylase bzw. p-Cyclase anstelle von 
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Nukleinsauresequenzen, kodierend eine Ketolase, erfolgen. Die Transformation kann bei den 
Kombinationen von genetischen Veranderungen einzeln oder durch Mehrfachkonstrukte erfol- 
gen. 

5 Die Hersteiiung der transgenen Pflanzen erfoigt vorzugsweise durch Transformation der Aus- 
gangspflanzen, mit einem Nukieinsaurekonstrukt, das die vorstehend beschriebenen Nukiein- 
sauren, kodierend eine Ketolase enthatt, die mit einem oder mehreren Reguiationssignaien 
funktioneil verknupft sind, die die Transkription und Translation in Pflanzen gewahrieisten. 

1 o Diese Nukleinsaurekonstrukte, in denen die kodierende Nukleinsauresequenz mit einem oder 
mehreren Reguiationssignaien funktioneii verknupft sind, die die Transkription und Translation in 
Pfianzen gewahrieisten, werden im folgenden auch Expressionskassetten genannt. 

Vorzugsweise entbaiten die Regulationssignale einen oder mchrcre Promotoren, die die 
1 5 Transkription und Translation in Pflanzen gewahrieisten. 

Die Expressionskassetten beinhaiten Regulationssignaie, also regulative Nukleinsauresequen- 
zen, welche die Expression der kodierenden Sequenz in der Wirtszelle steuern. GemaB einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst eine Expressionskassette stromaufwarts, d.h. am 5'- 

20 Ende der kodierenden Sequenz, einen Promotor und stromabwarts, d.h. am 3'-Ende, ein Polya- 
denylierungssignal und gegebenenfalls weitere regulatorische Elemente, welche mit der dazwi- 
schenliegenden kodierenden Sequenz fur mindestens eines der vorstehend beschriebenen Ge- 
ne operativ verknupft sind. Unter einer operativen Verknupfung versteht man die sequenzielle 
Anordnung von Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und ggf. weiterer regulativer Ele- 

25 mente derart, das jedes der reguiativen Elemente seine Funktion bei der Expression der kodie- 
renden Sequenz bestimmungsgemaB erfullen kann. 

Im folgenden werden beispielhaft die bevorzugten Nukleinsaurekonstrukte, Expressionskasset- 
ten und Vektoren fOr Pflanzen und Verfahren zur Hersteiiung von transgenen Pflanzen, sowie 
30 die transgenen Pflanzen seibst beschrieben. 

Die zur operativen Verknupfung bevorzugten, aber nicht darauf beschrankten Sequenzen, sind 
Targeting-Sequenzen zur Gewahrleistung der subzeilularen Lokalisation im Apoplasten, in der 
Vakuole, in Plastiden, im Mitochondrium, im Endoplasmatischen Retikulum (ER), im Zellkern, in 
35 Olkorperchen oder anderen Kompartimemen und Transiationsverstarkern wie die 5- 

Fuhrungssequenzaus dem Tabak-Mosaik-Wus {Gallie et ai„ Nuci. Acids Res. 15 (1987), 
8693 -8711). 
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Als Promotor der Expressionskassette 1st grundsatziich jeder Promotor geeignet, der die Ex- 
pression von Fremdgenen in Pf lanzen steuern kann. 

"Konstitutiver" Promotor meint solche Promotoren, die eine Expression in zahlreichen, bevorzugt 
5 alien, Geweben Gber einen groBeren Zeitraum der Pflanzenentwicklung, bevorzugt zu alien Zeit- 
punkten der Pflanzenentwicklung, gewahrleisten. 

Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pfianzlichen Promotor oder einen Promotor, 
der einem Pftanzenvirus entstammt. Insbesondere bevorzugt 1st der Promotor des 35S- 

1 0 Transkriptes des CaWIV Blumenkohlmosaikvirus (Franck et al. (1 980) Cell 21 :285-294; Odell et 
al. (1985) Nature 313:810-812; Shewmaker eta!. (1985) Virology 140:281-288; Gardner et al. 
(1986) Plant Moi Biol 6:221-228), der 19S CaMV Promotor (US 5,352,605; WO 84/02913; Ben- 
fey et al. (1989) EMBO J 8:2195-2202), den Triose-Phosphat Translokator (TPT) Promotor aus 
ArabSdopsis thaliana Acc.-No. AB006698 , Ba3enpaar 53242 bis 65281; das Gen beginnend ab 

1 5 bp 55282 ist mit "phosphate/triose-phosphate translocator" annotiert, oder den 34S Promoter 
aus Figwort mosaic virus Acc.-No. X16673, Basenpaar 1 bis 554. 

Ein weiterer geeigneter konstitutiver Promotor ist der pds Promoter (Pecker et al. (1992) Proc. 
Natl. Acad. Sci USA 89: 4962-4966) oder der "Rubisco small subunit (SSU)"~Promotor 

20 (US 4,962,028), der LeguminB-Promotor (GenBank Acc.-Nr. X03677), der Promotor der Nopa- 
linsynthase aus Agrobacterium, der TR-Doppelpromotor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor 
aus Agrobacterium, der Ubiquitin Promotor (Hoitorf S et al. (1995) Plant Mol Biol 29:637-649), 
der Ubiquitin 1 Promotor (Christensen et al. (1992) Plant Mol Biol 18:675-689; Bruce et al. 
(1989) Proc Natl Acad Sci USA 86:9692-9696), der Smas Promotor, der Cinnamylalkoholde- 

25 hydrogenase-Promotor (US 5,683,439), die Promotoren der vakuoiarer ATPase Untereinheiten 
oder der Promotor eines prolinreichen Proteins aus Weizen (WO 91/13991), der Prat-Promoter 
(Y07648.L, Hillebrand et al. (1998), Plant Mol. Biol. 36, 89-99, Hillebrand et al. (1996), Gene, 
170, 197-200) sowie weitere Promotoren von Qenen, deren Konstltutlve Expression in Pflanzen 
dem Fachmann bekannt ist. 

30 

Die Expressionskassetten konnen audi einen chemisch induzierbaren Promotor enthalten (0- 
bersichtsartikel: Gatz et al. (1997) Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 48:89-108), durch den 
die Expression des Ketolase-Gens in der Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert 
werden kann. Derartige Promotoren, wie z.B. der PRP1 Promotor (Ward et al. (1993) Plant Mol 
35 Biol 22:361-366), ein durch Saiicylsaure induzierbarer Promotor (WO 95/19443), ein durch Ben- 
zolsulfonamid-induzierbarer Promotor (EP 0 388 186), ein durch Tetrazyklin-induzierbarer Pro- 
motor (Gate et ai. (1992) Plant J 2:397-404), ein duroh Absoisinsaure induzierbarer Promotor 
(EP 0 335 528) bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon-induzierbarer Promotor (WO 
93/21334) konnen ebenfalls verwendet werden. 
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Ferner sind Promotoren bevorzugt, die durch biotischen oder abiotlschen Stress induziert wer- 
den wie beispielsweise der pathogerrinduzierbare Promoter des PRP1-Gens {Ward et al. (1993) 
Plant Mol Biol 22:361-366), der hitzeinduzierbare hsp70- oder hsp80-Promoter aus Tomate (US 
5 5,1 87,267), der kalteinduzierbare alpha-Amylase Promoter aus der Kartoffel (WO 96/1 281 4), 
der licht-induzierbare PPDK Promotor oder der verwundungsinduzierte pinll-Promoter 
(EP375091). 

Pathogen-induzierbare Promotoren umfassen die von Genen, die infolge eines Pathogenbefails 
1 o induziert werden wie beispielsweise Gene von PR-Proteinen, SAR-Proteinen, b-1 ,3-Glucanase, 

Chitinase usw. (beispielsweise Redoifi et al. (1983) Neth J Plant Pathol 89545-254; Uknes, et 

al. (1992) The Plant Cell4:645-656; Van Loon (1985) Plant Mol Viral 4:111-116; Marineau et al. 

(1987) Plant Mol Biol 9:335-342; Matton etal. (1987) Molecular Plant-Microbe Interactions 

2:325-342; Somssicri et al. (1966) Proo Nati Acad Sci USA 83:2427 2430; Somseich et al. 
15 (1988) Mol Gen Genetics 2:93-98; Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966; Zhang and Sing 

(1994) Proc Nati Acad Sci USA 91:2507-2511; Warner, et al. (1993) Plant J 3:191-201; Siebertz 

et al. (1989) Plant Cell 1:961-968(1989). 

Umfasst sind auch verwundungsinduzierbare Promotoren wie der des pinll-Gens (Ryan (1990) 
20 Ann Rev Phytopath 28:425-449; Duan et al. (1996) Nat Biotech 14:494-498), des wun1 und 
wun2-Gens (US 5,428,148), des win1- und win2-Gens (Stanford et al. (1989) Moi Gen Genet 
215:200-208), des Systemin-Gens (McGurl etal. (1992) Science 225:1570-1573), des WIP1- 
Qens (Rohmeier et ai. (1993) Plant Mol Biol 22:783-792; Ekelkamp et al. (1993) FEBS Letters 
323:73-76), des MPI-Gens (Corderok et al. (1994) The Plant J 6(2):141-150) und dergleichen. 

25 

Weitere geeignete Promotoren sind beispieisweise fruchtreifung-spezifische Promotoren, we 
beispielsweise der fruchtreifung-spezifische Promotor aus Tomate (WO 94/21794, EP 409 625). 
Entwicklungsabhangige Promotoren schlieBt zum Teil die gewebespezlflschen Promotoren ein, 
da die Ausbiidung einzelner Gewebe naturgemaB entwicklungsabhangig erfoigt. 

Weiterhin sind insbesondere sotche Promotoren bevorzugt, die die Expression in Geweben oder 
Pfianzenteilen sicherstellen. in denen beispieisweise die Biosynthese von Ketocarotinoiden bzw. 
dessen Vorstufen stattfindet. Bevorzugt sind beispielsweise Promotoren mit Spezifitaten fQr die 
Antheren, Ovarien, Petalen, Sepalen, Biuten, Blatter, Stengel, Samen und Wurzeln und Kombi- 
35 nationen hieraus. 



Knollen-, Speicherwurzel- Oder Wurzei-spezifische Promotoren sind beiepioisweis© der 
Promotor Klasse i (B33) oder der Promotor des Cathepsin D Inhibitors aus Kartoffel. 
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Biattspezifische Promotoren sind beispielsweise der Promotor der cytosolischen FBPase aus 
Kartoffe! (WO 97/05900), der SSU Promoter (small subunit) der Rubisco (Ribulose-1 ,5- 
bisphosphatcarboxylase) oder der ST-LSI Promotoraus Kartoffel (Stockhaus et ai. (1989) EM- 
BO J 8:2445-2451). 

5 

Blutenspezifische Promotoren sind beispielsweise der Phytoen-Synthase Promotor (WO 
92/16635) Oder der Promotor des P-rr Gens (WO 98/22593), der AP3 Promoter aus Arabi- 
dopsis thaiiana (siehe Beispiel 5), der CHRC-Promoter (Chromopiast-specific carotenotd- 
associated protein (CHRC) gene promoter aus Cucumis sativus Acc.-No. AF099501 , Basenpaar 

10 1 bis 1 532), der EPSP„Synthase Promotor (5-enolpyruvyishikimate-3-phosphate synthase gene 
promoter aus Petunia hybrida, Acc.-No. M37029, Basenpaar 1 bis 1788), der PDS Promotor 
(Phytoene desaturase gene promoter aus Solanum lycopersicum, Acc.-No. U46919, Basenpaar 
1 bis 2078), der DFR-A Promotor (Dihydroflavonol 4-reductase gene A promoter aus Petunia 
hybrida, Acc.-No. X79723, Basenpaar 32 bis 1902) oder der FBP1 Promotor (Floral Binding 

15 Protein 1 gene promoter aus Petunia hybrida, Acc.-No. L10115, Basenpaar 52 bis 1069). 

Antheren-spezifische Promotoren sind beispielsweise der 5126- 

Promotor (US 5,689,049, US 5,689,051), der glob-l Promotor oder der g-Zein Promotor. 

20 Samen-spezifische Promotoren sind beispielsweise der ACPG5-Promotor (Acyl-carrier-Proteln 
Gen, W09218634), die Promotoren AtS1 und AtS3 von Arabidopsis (WO 9920775), der LeB4- 
Promotor von Vicia faba (WO 9729200 und US 06403371), der Napin-Promotor von Brassica 
napus (US 5608152; EP 255378; US 5420034),der SBP-Promotor von Vicia faba (DE 9803432) 
oder die Maispromotoren End1 und End2 (WO 0011177). 

25 

Weitere zur Expression in Pfianzen geeignete Promotoren sind beschrieben in Rogers et ai. 
(1987) Meth in Enzymol 153:253-277; Schardl et ai. (1987) Gene 61:1-11 und Berger et al. 
(1989) Proc Natl Acad Sci USA 86:8402-8406). 

30 Besonders bevorzugt im erf IndungsgemaBen Verfahren sind konstitutive, samenspezifische, 
fruchtspezifische, blutenspezifische und insbesondere blutenblattspezrfische Promotoren. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher insbesondere ein Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend 
funktionell verknQpft einen blutenspezifischen oder insbesondere einen blQtenblattspezifischen 
35 Promotor und eine Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, insertion oder Deletion von 
Aminosauren abgeleltete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Arninoeaureebe- 
ne mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist 
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Die Hersteilung einer Expressionskassette erfoigt vorzugsweise durch Fusion eines geeigneten 
Promotors mit einer vorstehend beschriebenen Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, und 
vorzugsweise einer zwischen Promoter und Nukleinsaure-Sequenz inserierten Nukleinsaure, die 
fur ein plastidenspezifisches Transitpeptid kodiert, sowie einem Poiyadenylierungssignai nach 

5 gangigen Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, 
E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L Berman und 
LW. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al„ Current Protocols in Molecular Biology, Greene 

1 0 Publishing Assoc. and Wiley-lnterscience (1987), beschrieben sind. 

Die vorzugsweise insertierte Nukleinsauren, kodierend ein plastidares Transitpeptid, gewahrleis- 
ten die Lokalisation in Plastiden und insbesondere in Chromoplasten. 

1 5 Es konnen auch Expressionskassetten verwendet werden, deren Nukleinsaure-Sequenz fOr ein 
Ketolase-Fusionsprotein kodiert, wobei einTeil des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das 
die Translokation des Polypeptides steuert. Bevorzugt sind fur die Chromoplasten spezifische 
Transitpeptide, welche nach Translokation der Ketolase in die Chromoplasten vom Ketolase- 
Teil enzymatisch abgespaiten werden. 

20 

insbesondere bevorzugt ist das Transitpeptid, das von der piastidaren Nicotiana mbacum 
Transketolase oder einem anderen Transitpeptid (z.B. dern Transitpeptid der kleinen Unterein- 
beit der Rubisco (rbcS) oder der Ferredoxin NADP Oxidoreduktase als auch der Isopentenylpy- 
rophosphat !somerase-2) oder dessen funktionellem Aquivalent abgeleitet ist. 

25 

Besonders bevorzugt sind Nukleinsaure-Sequenzen von drei Kassetten des Plastiden- 
Transitpeptids der piastidaren Transketolase aus Tabak in drei Leserastern als Kpnl/BamHI 
Fragmente mit einem ATG-Codon in der Ncol Schnittsteile: 

30 pTP09 

Kpnl GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCAAGCTATCCTCTCTCGTTCTG 
TCCCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCT- 
CACTTTTTCCGGCCTTAAATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCG- 
35 TACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCGTAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCT- 
CAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGGGATCC„BamHI 



pTP10 
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Kpni_GGTACCAT6GCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCAAGCTATCCTCTCTCGTTCTG 
TCCCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCT- 
CACTTTTTCCGGCCTTAAATCCAATGCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCG- 
TACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCGTAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCT- 
5 CAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCeCTGQATCC_BamH1 



pTP11 
Kpnl < 

1 0 TCCCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCT- 

CACTTTTTCCGGCCTTAAATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCG- 

TACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCGTAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCT- 

CAGCTGCMCCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGGGGATCCBamHI 

1 5 Weitere Beispieie f iir ein plastidares Transitpeptid sind das Transitpeptid der plastidaren isopen- 
tenyl-pyrophosphat lsomerase-2 (IPP-2) aus Arabisopsis thaliana und das Transitpeptid der 
kleinen Untereinheit der Ribulosebisphosphat Carboxylase (rbcS) aus Erbse (Guerineau, F, 
Woolston, S, Brooks, L, Mullineaux, P (1988) An expression cassette for targeting foreign prote- 
ins into the chloroplasts. Nucl. Acids Res. 16: 1 1380). 

20 

Die erfindungsgemaBen Nukleinsauren konnen synthetisch hergestellt oder natClrlich gewortnen 
sein Oder eine Mischung aus synthetischen und naturllchen Nukleinsaure-Bestandteilen enthal- 
ten, sowie aus versehiedenen hsterologen Genabschnitten verschiedener Organismen beste- 
hen. 

25 

Bevorzugt sind, wie vorstehend beschrieben, synthetische Nukleotid-Sequenzen mit Kodons, die 
von Pflanzen bevorzugt werden. Diese von Pfianzen bevorzugten Kodons konnen aus Kodons 
mit der hochsten Proteinhaufigkeit bestimmt werden, die In den meisien inieressanten Pflanzen- 
spezies exprimiert werden. 

30 

Bei der Preparation einer Expressionskassette konnen verschiedene DNA-Fragmente manipu- 
iiert werden, um eine Nukleotid-Sequenz zu erhaiten, die zweckmaBigerweise in der korrekten 
Richtung liest und die mit einem korrekten Leseraster ausgestattet ist. Fur die Verbindung der 
DNA-Fragmente miteinander konnen an die Fragmente Adaptoren oder Linker angesetzt wer- 
35 den. 



ZweckmaBigerweise kdnnen die Promoter- und die Terminator-Regionen in Transkriptionsrioh- 
tung mit einem Linker oder Polylinker, der eine oder mehrere Restriktionsstellen fur die insertion 
dieser Sequenz enthalt, versehen werden. In der Regel hat der Linker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, 
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vorzugsweise 2 bis 6 Restriktionssteiten. Im aligemeinen hat der Linker innerhalb der regulatori- 
schen Bereiche eine Gr6Be von weniger als 100 bp, haufig weniger ais 60 bp, mindestens je- 
doch 5 bp. Der Promotor kann sowohi nativ bzw. homolog als auch fremdartig bzw. heterolog 
zur Wirtspflanze sein. Die Expressionskassette beinhaltet vorzugsweise in der 5'-3'- 
5 Transkripttonsrichtung den Promotor, eine kodierende Nukleinsauresequenz oder ein Nuklein- 
saurekonstrukt und eine Region fur die transkriptionale Termination. Verschiedene Terminati- 
onsbereiche sind gegeneinander beliebig austauschbar. 

Beispiele fur einen Terminator sind der 35S-Terminator (Guerineau et at. (1988) Nucl Acids Res. 
10 16: 1 1380), der nos Terminator (Depicker A, Stachel S, Dhaese P, Zambryski P, Goodman HM. 
Nopaline synthase: transcript mapping and DNA sequence. J Mol Appl Genet. 1982;1 (6):561-73) 
oder der ocs Terminator (Gielen, J, de Beuckeleer, M, Seurinck, J, Debroek, H, de Greve, H, 
Lemmers, M, van Montagu, M, Schell, J (1984) The complete sequence of the TL-DNA of the 
Agrobacterlum tumefaciens plasmid pTiAchS. EMBO J. 3: 835-846). 

15 

Ferner konnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnittstellen bereitstellen oder die 
uberfliissige DNA oder Restriktionsschnittstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo tnsertionen, 
Deletionen oder Substitutionen wie z.B. Transitionen und Transversionen in Frage kommen, 
kdnnen to wfra-Mutagenese, "primer-repair", Restriktion oder Ligation verwendet werden. 

20 

Bei geeigneten Manipulationen, wie z.B. Restriktion, "chewing-back" oder Auffullen von Ober- 
hSngen fur "bluntends", konnen kompiementare Enden der Fragmente fur die Ligation zur Ver- 
fogung geatollt warden. 

25 Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Poiyadenyiierungssignaie, vorzugsweise 
solche, die im wesentlichen T-DNA-Polyadeny!ierungssignale aus Agrobactertum tumefaciens, 
insbesondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) des Ti-Plasmids pTiACHS entspre- 
chen (Gieien et a!., EMBO J. 3 (1984), 835 ft) oderfunktioneile Aquivaiente. 

30 Die Obertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pflanze wird ais Transformation be- 
zeichnet. 

Dazu konnen an sich bekannte Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen 
aus Pfianzengeweben oder RianzenzeBen zur transienten oder stabilen Transformation genutzt 
35 werden. 

Geeignete Metnoden zur TransformaBwi von Pflanzen sind die Protoplastentraneformation 
durch PolyethyienglykoHnduzierte DNA-Aufnahme, das biolistische Verfahren mit der Genkano- 
ne - die sogenannte "particle bombardment" Methode, die Elektroporation, die Inkubation tro- 



WO 2004/063366 PCT/EP2003/014876 
31 

ckener Embryonert in DNA-haltiger Losung, die Mikroinjektion und der, vorstehend beschriebe- 
ne, durch Agrobacterium vermittelte Gentransfer. Die genannten Verfahren sind beispielsweise 
in B. Jenes et al., Techniques for 6ene Transfer, in: Transgenic Hants, Vol. 1, Engineering and 
Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 128-143 sowie in 
5 Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Bloi. 42 (1991), 205-225) beschrieben. 

Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor kioniert, der geeignet ist, 
Agrobacterium tumefaciens zu transformieren, beispielsweise P Btn19 (Bevan et aL, Nucl. Acids 
Res. 12 (1984), 8711) Oder besonders bevorzugt pSUN2, pSUN3, pSUN4 Oder pSUN5 (WO 
10 02/00900). 

Mit einem Expressionsplasmid transformierte Agrobakterien konnen in bekannter Weise zur 
Transformation von Pflanzen verwendet werden, z.B. indem verwundete Better Oder Blattstucke 
in einer Agrobakterieniosung gebadet und anschlieBend in gceigneten Medien kultiviert werden, 

15 

Zur bevorzugten Herstellung von genetisch veranderten Pflanzen, im folgenden auch transgene 
Pflanzen bezeichnet, wird die fusionierte Expressionskassette, die eine Ketolase exprimiert, in 
einen Vektor, beispielsweise pBinl 9 Oder insbesondere pSUN5 und pSUN3 kioniert, der geeig- 
net ist, in Agrobacterium tumefaciens transformiert zu werden. Mit einem solchen Vektor trans- 
20 formierte Agrobakterien k6nnen dann in bekannter Weise zur Transformation von Pflanzen, 
insbesondere von Kulturpflanzen verwendet werden, indem beispielsweise verwundete Blatter 
Oder Blattstucke in einer Agrobakterieniosung gebadet und anschlieBend in geeigneten Medien 
kultiviert werden. 

25 Die Transformation von Pflanzen durch Agrobakterien ist unter anderem bekannt aus F.F. Whi- 
te, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1 , Engineering and 
Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press, 1993, S. 15-38. Aus den 
transformierten Zelien der verwundeten Blatter bzw. BiattstOcke kOnnen in bekannter Wei- 
se transgene Pflanzen regeneriert werden, die ein in die Expressionskassette integriertes Gen 

30 fur die Expression einer Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, enthalten. 

Zur Transformation einer Wirtspfianze mit einer fur eine Ketolase kodierenden Nukleinsaure 
wird eine Expressionskassette als Insertion in einen rekombinanten Vektor eingebaut, dessen 
Vektor-DNA zusatztiche funktioneile Regulationssignale, beispielsweise Sequenzen fur Replska- 
35 tion oder Integration enthalt. Geeignete Vektoren sind unter anderem in "Methods in Plant Mole- 
cular Biology and Biotechnology (CRC Press), Kap. 6/7, S. 71-1 19 (1993) beschrieben. 

Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und Klonierungstechniken konnen die 
Expressionskassetten in geeignete Vektoren kioniert werden, die ihre Vermehrung, beispiels- 
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weise in E. cog ermoglichen. Geeignete Klonierungsvektoren sind u.a. pJIT1 17 (Guerineau et 
al. (1988) Nucl. Acids Res.16 :11380), pBR332, pUC-Serien, M13mp-Serien und pACYC184. 
Besonders geeignet sind binare Vektoren, die sowohl in £ col! als auch in Agrobakterien repli- 
zieren konnen. 

5 

lm folgenden wird die Hersteilung der erfmdungsgemaBen gentisch veranderten Mikroorganis- 
men naher beschrieben: 

Die vorstehend heschriebenen Nukieinsauren. kodierend eine Ketolase Oder p-Hydroxylase Oder 
1 0 jJ-Cyciase sind vorzugsweise in Expressionskonstrukte eingebaut, enthaltend unter der geneti- 
schen Kontrolle regulativer Nukleinsauresequenzen eine fur ein eriindungsgemaBes Enzym 
kodierende Nukleinsauresequenz; sowie Vektoren, umfassend wenigstens eines dieser Expres- 
sionskonstrukte. 

1 5 Vorzugsweise umfassen soiche erf indungsgemaBen Konstrukte S'-stromaufwarts von der jewei- 
ligen kodierenden Sequenz einen Promoter und 3'-stromabwarts eine Terminatorsequenz sowie 
gegebenenfalls weitere ubliche regulative Eiemente, und zwar jeweils operativ verkniipft mit der 
kodierenden Sequenz. Unter etner "operativen VerknQpfung" versteht man die sequentielle An- 
ordnung von Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und gegebenenfalls weiterer regulati- 

20 ver Eiemente derart, dass jedes der regulativen Eiemente seine Funktion bei der Expression der 
kodierenden Sequenz bestimmungsgemaB erfullen kann. 

Beispiele fQr operativ verknupf bare Sequenzen sind Targeting -Sequenzen sowie Translations- 
verstarker, Enhancer, Polyadenylierungssignaie und dergieichen. Weitere regulative Eiemente 
25 umfassen seiektierbare Marker, Amplifikationssignale, Replikationsurspriinge und dergieichen. 

Zusatzlich zu den artifizieilen Regulationssequenzen kann die naturliche Regulationssequenz 
vor dem eigentiichen Strukturgen noch vorhanden sein. Durch genetische Veranderung kann 
diese naturliche Regulation gegebenenfaiis ausgeschaltet und die Expression der Gene erhoht 

30 oder erniedrigt werden. Das Genkonstrukt kann aber auch einfacher autgebaut sein, das heiBt 
es werden keine zusatzlichen Regulationssignale vor das Strukturgen insertiert und der naturli- 
che Promotor mit seiner Regulation wird nicht entfernt. Statt dessen wird die naturliche Regula- 
tionssequenz so mutiert, dass keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression gesteigert 
oder verringert wird. Die Nukleinsauresequenzen konnen in einer oder mehreren Kopien im 

35 Genkonstrukt enthaiten sein. 

Beispieie fur brauchbare Promotoren in Milooorgamsmen sind: cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, ipp-, 
!ac-, Ipp-lac-, iaclq-, T7-, T5-, T3-, gal-, tn>, ara-, SP6-, lambda-PR- oder im lambda-PL- 
Promotor, die vorteilhafterweise in gram-negativen Bakterien Anwendung finden; sowie die 
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gram-positiven Promotoren amy und SP02 oder die Hefepromotoren ADC1 , MFa , AC, P-60, 
CYC1 , GAPDH. Besonders bevorzugt ist die Verwendung induzierbarer Promotoren, wie z.B. 
iicht- und insbesondere temperaturinduzierbarer Promotoren, wie der PP r Promotor. 

5 Prinzipieii konnen aile natQrlichen Promotoren mit ihren Regulationssequenzen verwendet wer- 
den. Daruber hinaus kSnnen auch synthetische Promotoren vorteiihaft verwendet werden. 

Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression der Nukleinsaurese- 
quen?en und die Proteinexpression ermoglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorga- 
1 0 nismus bedeuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimiert oder uberexprimiert wird, oder 
dass es sofort exprimiert und/oder uberexprimiert wird. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugsweise die Expression posi- 
tiv beeinfiussen und dadurch errtOhen Oder emiedrigen. So kann eine Verstarkung dor reguiato- 
1 5 rischen Eiemente vorteilhafterweise auf der Transkriptionsebene erfoigen, indem starke 
Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. Daneben ist 
aber auch eine Verstarkung der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der 
mRNAverbessertwird. 

20 Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines geeigneten Promotors mit 
den vorstehend beschriebenen Nukieinsauresequenzen, kodierend eine Ketolase, p- 
Hydroxylase oder p-Cyclase sowie einem Terminator- oder Polyadenylierungssignal. Dazu ver- 
wendet man gangige Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie eie beiepiefsweise in T. 
Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 

25 Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1 989) sowie in T. J. Silhavy, M.L Berman und LW. 
Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
NY (1984) und in Ausubel, FM et a!., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing 
Assoc. and Wiley Interscience (1987) beschrieben sind. 

30 Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur Expression in einem ge- 
eigneten Wirtsorganismus vorteilhafterweise in einen wirtsspezifischen Vektor insertiert, der eine 
optima!© Expression der Gene im Wirt ermoglicht Vektoren sind dem Fachmann wohl bekannt 
und konnen beispielsweise aus "Cloning Vectors" (Pouwels P. H. et aL, Hrsg, Elsevier, Amster- 
dam-New York-Oxford, 1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind auBer Plasmiden auch 

35 alie anderen dem Fachmann bekannte Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren, wie SV40, 
CMV, Baculovirus und Adenovirus, Transposons, lS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und lineare 
oderzirkulare DNAzu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus repli- 
ziert oder chromosomal repiiziert werden. 
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Als Beispieie fur geeignete Expressionsvektoren konnen genannt werden: 

Qbliche Fusionsexpressionsvektoren, wie pGEX (Pharmacia Biotech inc; Smith, D.B. und John- 
son, K.S. (1988) Gene 67:31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) und pRIT 5 
5 (Pharmacia, Piscataway, NJ), bei denen Giutathton-s-Transferase (GST), Maltose E-bindendes 
Protein bzw. Protein A an das rekombinanfe Zielprotein fusioniert wird. 

Nicht-Fusionsprotein-Expressionsvektoren wie pTrc (Amann et al., (1988) Gene 69:301-315) 
und P £T Hd (Studier et al. Gene Expression Technology: Methods in Enzymoiogy 185, Aca- 
1 o demic Press, San Diego, Kaiifornien (1 990) 60-89) oder pBluescript und pUC-Vektoren. 

Hefe-Expressionsvektor zur Expression in der Hefe S. cerevisiae , wie pYepSed (Baidari et a!., 
(1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan und Herskowitz (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 
(Schultzet al. (1967) Gene 54:1 13-123) sowte pYES2 (invitrogen Corporation, San Diego, CA). 

15 

Vektoren und Verfahren zur Konstruktion von Vektoren, die sich zur Verwendung in anderen 
Pilzen, wie filamentosen Pilzen, eignen, umfassen diejenigen, die eingehend beschrieben sind 
in: van den Handel, C.A.M.J.J. & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems and vector develop- 
ment for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi, J.F. Peberdy et a!., Hrsg., S. 
20 1-28, Cambridge University Press: Cambridge. 

Baculovirus-Vektoren, die zur Expression von Proteinen in gezuchteten Insektenzelien (bspw. 
Sf9-Zellen) verfugbar sind, umfaesen die pAc-Reihe (Smith et al., (1983) Mol. Cell Biol.. 3:2156- 
2165) und die pVL-Reihe (Lucklow und Summers (1989) Virology 170:31-39). 

25 

Weitere geeignete Expressionssysteme fur prokaryontische und eukaryotische Zeilen sind in 
Kapitei 16 und 17 von Sambrook, J., Fritsch, E.F. und Maniatis, T., Molecular cloning: A Labora- 
tory Manual, 2. Auf lage, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, NY, 1989 beschrieben. 

30 

Mit Hilfe der erfindungsgemaBen Expressionskonstrukte bzw. Vektoren sind genettsch veran- 
derte Mikroorganismen herstellbar, welche beispielsweise mit wenigstens einem erfindungsge- 
maBen Vektor transformiert sind. 

35 Vorteilhafterweise werden die oben beschriebenen erfindungsgemaBen rekombinanten Kon- 
strukte in ein geeignetes Wirtssystem eingebracht und exprimiert. Dabei werden vorzugsweise 
dem Fachmanrs bekannte geiauflge Ktonierungs- und Transfektionsmethoden, wie beispiolewei- 
se Co-Prazipitation, Protoplastenfusion, Elektroporation, retrovirale Transfektion und derglei- 
chen, verwendet, urn die genannten Nukleinsauren im jeweiligen Expressionssystem zur Ex- 
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pression zu bringen. Geeignete Systeme werden beispielsweise in Current Protocols in Molecu- 
lar Biology, F. Ausubel et ai. t Hrsg., Wiley Interscience, New York 1997, beschrieben. 

Die Selektion erfolgreich transformierter Organismen kann durch Markergene erfoigen, die e- 
5 benfalls tm Vektor Oder in der Expressionskassette enthalten sind. Belspteie fur soiche Marker- 
gene sind Gene fur Antibiotikaresistenz und fOr Enzyme, die eine farbgebende Reaktion kataly- 
sieren, die ein Anfarben der transformierten Zelle bewirkt. Diese konnen dann mittels automati- 
scherZellsortierung seiektiert werden. 

1 0 Erfolgreich mit einem Vektor transform ierte Mikroorganismen, die ein entsprechendes Antibioti- 
karesistenzgen (z.B. G418 oder Hygromycin) tragen, lassen sich durch entsprechende Antibioti- 
ka-enthaltende Medien oder Nahrboden selektieren. Markerproteine, die an der Zelloberflache 
prasentiert werden, konnen zur Selektion mittels Affinitatschromatographie genutzt werden. 

1 5 Die Kombination aus den Wirtsorganismen und den zu den Organismen passenden Vektoren, 
wie Piasmide, Viren oder Phagen, wie beispielsweise Plasmide mit dem RNA- 
Polymerase/Promoter-System, die Phagen 8 Oder andere temperente Phagen oder Transpo- 
sons und/oderweiteren vorteilhaften regulatorischen Sequenzen bildetein Expressionssystem. 

20 Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung von genetisch veranderten Organis- 
men, dadurch gekennzeichnet, das man ein Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend f unktlonell ver- 
knCipft einen Promoter und Nukieinsauren, kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosaure- 
sequenz SEQ. ID. NO. 2 odor eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deleti- 
on von Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Amino- 

25 saureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, und gegebenenfalls einen Terminator in 
das Genom des Ausgangsorganismus oderextrachromosoma! in den Ausgangsorganismus 
einfOhrt. 

Die Erfindung betrifft ferner die genetisch veranderten Organismen, wobei die genetische Ver- 
30 anderung die Aktivitat einer Ketolase 

A fiir den Fall, dass der Wildtyporganismus bereits eine Ketolase-Aktivitat aufweist, ge- 
genuber dem Wiidtyp erhoht und 

35 B fur den Fall, dass der Wildtyporganismus keine Ketoiase-Aktivitataufweist, gegentiber 
dem Wiidtyp vemrsacht 

und die nach A erhohte oder nach B verursachte Ketolase-Aktivitat durch eine Ketolase vemr- 
sacht wird, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz 
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durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine Iden- 
tity von rnindestens 42 % auf Aminosaureebene mlt der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

Wie vorstehend ausgefuhrt erfolgt die Erhohung oder Verursachung der Ketofase-Aktivitat ge- 
5 genOber dem Wildtyp vorzugsweise durch eine Erhohung oder Verursachung der Genexpressl- 
on einer Nukieinsaure, kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. 
NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosau- 
ren abgeieitete Sequenz, die eine Identitat von rnindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der 
Sequent SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

10 

In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt, wie vorstehend ausgefuhrt, die Erhohung 
oder Verursachung der Genexpression einer Nukieinsaure, kodierend eine Ketoiase, durch Ein- 
bringen von Nukieinsauren, kodierend eine Ketolase, in die Pflanzen und damit vorzugsweise 
durch Uberexpression Oder transgene Expression von Nukieinsauren, kodierend eine Ketolase, 
1 5 enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substi- 
tution, insertion oder Deletion von Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine Identitat von rnin- 
destens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

Die Erfindung betrifft ferner einen genetisch veranderten Organismus, enthaltend rnindestens 
20 eine transgene Nukieinsaure, kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von 
Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine Identitat von rnindestens 42 % auf Aminosaureebe- 
ne mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist Dies ist der Fall, wenn der Ausgangsorganismus 
keine Ketolase oder eine endogen Ketolase aufweist und eine transgene Ketoiase Qberexpri- 
25 miertwird. 

Die Erfindung betrifft femer einen genetisch veranderten Organismus, enthaltend rnindestens 
zwei endogene Nukieinsauren, kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von 
30 Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine Identitat von rnindestens 42 % auf Aminosaureebe- 
ne mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. Dies ist der Fall, wenn der Ausgangsorganismus 
eine endogen Ketolase aufweist und die endogene Ketolase Qberexprimiert wird. 

Besonders bevorzugte, genetisch veranderte Organismen weisen, wie vorstehend erwahnt, 
35 zusatzlich eine erhohte Hydroxiase-Aktivftat und/oder p-Cyclase-Aktivitat gegenuber einem Wild- 
typorganismus auf. Weiter bevorzugte Ausfuhrungsformen sind vorstehend im erfindungsgema- 
Ben Verfahren beschrieben. 
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Unter Organismen werden erfindungsgemaB vorzugsweise Organismen verstanden, die ais 
Wildtyp- oder Ausgangsorganismen natQrlicherweise oderdurch genetische Komplementierung 
und/oder Umregulierung der Stoffwechselwege in der Uge sind, Carotinoide, insbesondere p- 
Carotin und/oder Zeaxanthin und/oder Neoxanthin und/oder Violaxanthin und/oder Lutein herzu- 
5 stellen. 

Weiter bevorzugte Organismen weisen als Wildtyp- oder Ausgangsorganismen bereits eine 
Hydroxylase-Aktivitat auf und sind somit als Wiidtyp- oder Ausgangsorganismen in der Lage, 
Zeaxanthin herzustellen. 

10 

Bevorzugte Organismen sind Pfianzen Oder Mikroorganismen, wie beispieisweise Bakterien, 
Hefen, Algen oder Piize. 

Als Bakterien konnen sowohl Bakterien verwendet werden, die aufgrund des Einbringens von 
15 Genen der Carotinoidbiosynthese eines Carotinoid-produzierenden Organismus in der Lage 
sind, Xanthophylle zu synthetisieren, wie beispieisweise Bakterien der Gattung Escherichia, die 
beispieisweise crt-Gene aus Erwinia enthaiten, als auch Bakterien, die von sich aus in der Lage 
sind, Xanthophylle zu synthetisieren wie beispieisweise Bakterien der Gattung Erwinia, Agrobac- 
terium, Flavobacterium, Alcaligenes, Paracoccus, Nostoc oder Cyanobakter'sen der Gattung 
20 Synechocystis. 

Bevorzugte Bakterien sind Escherichia coli, Erwinia herbicola, Erwinia uredovora, Agrobacterium 
aurantiacum, Alcaligenes sp. PC-1, Flavobaoterium ep. strain R1S34, das Cyanobacterium Sy- 
nechocystis sp. PCC6803, Paracoccus marcusii oder Paracoccus carotinifaciens. 

25 

Bevorzugte Hefen sind Candida, Saccharomyces, Hansenula, P/c/wa oder PhafTia. Besonders 
bevorzugte Hefen sind Xanthophyliomyces dendrorhous oder Phaffia rhodozyma. 

Bevorzugte Pitze sind Aspergillus, Trichoderma, Ashbya, Neurospora, Blakestea, Phycomyces, 
30 Fusarium oder weitere in Indian Chem. Engr. Section B. Vol. 37, No. 1 , 2 (1995) auf Seite 15, 
Tabeiie 6 beschriebene Pilze. 

Bevorzugte Afgen sind GrQnalgen, wie beispieisweise Algen der Gattung Haemaiococcus, 
Phaedactylum tricornatum, Volvox oder Dunaiiella. Besonders bevorzugte Algen sind Haemato- 
35 coccus puvialis oder Dunaiiella bardawil. 

Weitere brauchbare Mikroorganismen und deren Herstellung zurDurchfahrung des erfindungs- 
gemaSen Verfahrens sind beispieisweise aus der DE-A-199 1 6 140 bekannt, worauf hiermit 
Bezug genommen wird. 
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Besonders bevorzugte Pfianzen sirtd Pflanzen ausgewahlt aus den Familien Ranunculaceae, 
Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, Vitaceae, Bras- 
sicaceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyllaceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Ge- 
5 raniaceae, Caprifoliaoeae s Oleaceae, Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrophuiariaceae, Astera- 
ceae, Liliaceae, Amaryliidaceae, Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, llitaceae Oder Lamiaceae. 

Ganz besonders bevorzugte Pflanzen sind ausgewahlt aus der Gruppe der Pflanzengattungen 
Marigold. Tagetes errecta, Tagetes patula, Acacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aquilegia, Aster, 

10 Astragalus, Bignonia, Calendula, Caltha, Campanula, Canna, Centaurea, Cheiranthus, Chrysan- 
themum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cytisus, Delonia, Delphinium, Dianthus, Di- 
morphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, Forsythia, Fremontia, Gazania, Gelsemium, Genista, 
Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, Grevillea, Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum, 
HiSbiscus, HetiopsiS, Hypericum, Hypochoeris, linpatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, 

1 5 Lathyrus, Leontodon, Lilium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimu- 
lus, Narcissus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, Pyra- 
cantha, Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, Sinapsis, 
Sorbus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, Trollius, Tropaeoium, Tulipa, Tussilago, Ulex, 
Viola oder Zinnia, besonders bevorzugt ausgewahlt aus der Gruppe der Pflanzengattungen Ma- 

20 rigold, Tagetes erecta, Tagetes patula, Lycopersicon, Rosa, Calendula, Physalis, Medicago, 
Helianthus, Chrysanthemum, Aster, Tulipa, Narcissus, Petunia, Geranium, Tropaeoium oder 
Adonis. 

Ganz besonders bevorzugte genetisch veranderte Pflanzen sind ausgewahlt aus den Pfianzen- 
25 gattungen Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patula, Adonis, Lycopersicon, Rosa, Calendula, 
Physalis, Medicago, Helianthus, Chrysanthemum, Aster, Tulipa, Narcissus, Petunia, Geranium 
oder Tropaeoium, wobei die genetisch veranderte Pflanze rrtindestens eine transgene Nuklein- 
saure, kodierend eine Ketolase, enthalt 

30 Die transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut, sowie deren Pflanzenzellen, -gewebe oder - 
teile, insbesondere deren Friichte, Samen, Biuten und BiOtenblatter sind ein weiterer Gegens- 
tand dervorliegenden Erfindung. 

Die genetisch veranderten Pflanzen konnen, wie vorstehend beschrieben, zur Hersteliung von 
35 Ketocarotinoiden, insbesondere Astaxanthin verwendet werden. 

Von Menschen und Tieren verzehrbare erfindungsgemaBe, genetisch veranderte Organismen, 
insbesondere Pflanzen oder Pflanzenteile, wie insbesondere BiOtenblatter mit erhohtem Gehalt 
an Ketocarotinoiden, insbesondere Astaxanthin konnen auch beispielsweise direkt oder nach 



WO 2004/063366 PCT/EP2003/014876 
39 

an sich bekannter Prozessierung ais Nahrungsmitte! oder Futtermittef oder ais Futter- und Nah- 
rungserganzungsmittel verwendet werden. 

Ferner konnen die genetisch veranderten Organismen zur Herstellung von Ketocarotinoid- 
5 haltigen Extrakten der Organismen und/oder zur Herstellung von Futter- und Nahrungsergan- 
zungsmitteln verwendet werden. 

Die genetisch veranderten Organismen weisen im Vergleich zum Wiidtyp einen erhohten Gehalt 
an Ketocarotinoiden auf . 

10 

Unter einem erhohten Gehalt an Ketocarotinoiden wird in der Regel ein erhohter Gehalt an Ge- 
samt-Ketocarotinoid verstanden. 

Unter etnem erhohten Gehalt an Ketocarotinoiden wird aberauoh insbeeondere ein veranderter 
1 5 Gehalt der bevorzugten Ketocarotinoide verstanden, ohne dass zwangslaufig der Gesamt- 
Carotinoidgehalt erhoht sein muss. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform weisen die erfindungsgemaBen, genetisch 
veranderten Pflanzen im Vergleich zum Wiidtyp einen erhohten Gehalt an Astaxanthin auf. 

20 

Unter einem erhdhten Gehalt wird in diesem Fall auch ein verursachter Gehalt an Ketocarotinoi- 
den, bzw. Astaxanthin verstanden. 

Die Erfindung betrifftfemer die neuen Ketoiasen sowie die neuen Nukleinsauren, die diese 
25 kodieren. 

insbesondere betrifft die Erfindung Ketoiasen, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. !D. NO. 
2 Oder eine von dieser Sequenzdurch Substitution, insertion Oder Deletion von Aminosauren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 75%, 
30 besonders bevorzugt mindestens 80%, bevorzugter mindestens 85%, bevorzugter mindestens 
90%, bevorzugter mindestens 95% auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 auf- 
weist, mit der MaBgabe, dass die Aminosauresequenzen SEQ ID NO: 2 nicht enthalten 1st. Die 
Sequenz SEQ ID NO: 2 ist, wie vorstehend erwahnt, ais putatives Protein in Datenbanken anno- 
tiert. 

35 

Ferner betrifft die Erfindung Ketoiasen, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 4 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion odor Deletion von Aminosauren abgeleite- 
te Sequenz, die eine Identitat von mindestens 70 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
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SEQ. ID. NO. 4 aufweist. Die Sequenz SEQ ID NO: 4 ist, wie vorstehend erwahnt, In Datenban- 
ken nicht annotiert. 

Die Erfindung betrifft ferner Nukieinsauren, kodterend ein vorstehend beschriebenes Protein, mtt 
5 der MaBgabe, dass die Nukieinsaure nicht die Sequenzen SEQ ID NO: 1 oder 3 enthalt. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass eh Protein enthaitend die Aminosauresequenz 
SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von 
Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine tdenffiat von mindestens 70 %, vorzugsweise min- 
1 o destens 75%, besonders bevorzugt mindestens 80%, bevorzugter mindestens 85%, bevorzugter 
mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95% auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. 
ID. NO. 2 und die Eigenschaft einer Ketolase aufweist, eine Eigenschaft ais Ketoiase aufweist. 

Die Erfindung betrifft daher auch die Verwendung eines Proteins, enthaitend die Aminosaurese- 
1 5 quenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion 
von Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine identitat von mindestens 70 % r vorzugsweise 
mindestens 75%, besonders bevorzugt mindestens 80%, bevorzugter mindestens 85%, bevor- 
zugter mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95% auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 2 und die Eigenschaft einer Ketolase aufweist, als Ketolase. 

20 

Ferner wurde Oberraschenderweise get unden, dass ein Protein enthaitend die Aminosaurese- 
quenz SEQ. ID. NO. 4 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion 
von Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 65%, vorzugsweise 
mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 75%, besonders bevorzugt mindestens 80%, be- 
25 vorzugter mindestens 85%, bevorzugter mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95% auf 

Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 4 und die Eigenschaft einer Ketolase aufweist, 
eine Egenschaft als Ketolase aufweist. 

Die Erfindung betrifft daher auch die Verwendung eines Proteins, enthaitend die Aminosaurese- 
30 quenz SEQ. ID. NO. 4 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion 
von Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 65%, vorzugsweise 
mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 75%, besonders bevorzugt mindestens 80%, be- 
vorzugter mindestens 85%, bevorzugter mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95%auf A- 
minosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 4 und die Eigenschaft einer Ketolase aufweist, 
35 als Ketolase. 



1m Vergteich m den Verfahren des Standes der Technik, liefert das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren eine hohere Menge an Ketocarotinoide, insbesondere Astaxanthin. 
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Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele erlautert, ist aber nicht auf diese be- 
schrankt: 

Beispiel 1: 

5 Amplication von cDNA, die die gesamte Primarsequenz der Ketolasen aus Nostoc punctiforme 
PCC73102OHF 38, contig 501 (SEQ ID NO: 1) und ORF 148, contig 502 (SEQ ID NO: 3) ko- 
diert 

Zeilen von Nostoc punctiforme wurden mit Lysozym (2 mg/ml) aufgeschlossen und die genomi- 
1 o sche DNA mit Hilfe des GenElute Plant genomic DNA kit (Sigma) nach Angaben des Herstellers 
isoliert. 

Dann erfolgte die Amplifikation von ORF148 (762 bp) aus der genomischen DNA von Nostoc 
punctiforme mit Hilfe der Primer 148-Start (SEQ ID NO: 9; 5' ATG ATC CAG TTA GAA CAA 
15 CCA C -3 1 ) und 148-End ( SEQ ID NO: 10; 5' CTA TTT TGC TTT GTA AAT TTC TGG -3') bei 
einer AnnaelingTemperatur von 60°C Ober 30 Zyklen. 

Zur Ampiifizierung von ORF38 (789 bp) wurden die Primer 38-Start (SEQ ID NO: 11 ; 5' ATG 
AAT TTT TGT GAT AAA CCA GTT AG -3') und 38-End (SEQ ID NO: 12; 5' ACG AAT TGG 
20 TTA CTG AAT TGT TG -3') verwendet. 

Die PCR Fragmente wurden in den mit Xcm\ geschnittenen Vektor pMON 38201 (Borokov, A.Y. 
and Rivkin, M.I. (1997) Xoml containing vector for direct cloning of per products. BioTech. 22, 
812-814) subkloniert. 

25 

Zur Selektion positiver Klone wurde nach der Transformation der Ligationsprodukte in XI1 blue 
MRF1 ' ein blau-weiss screening durchgefuhrt Die isolierte Plasmid-DNA wurde mit Hfrdlll ge~ 
schnitten, urn zu uberprufen ob das PCR Ampiifikat in den T-OberhangveKtor kioniert wurde. Die 
Sequenzierung der ausgewahlten Klone zeigte, dass die Orientierung von ORF148 in pMONT- 
30 1 48, bzw. ORF38 in pMONT-38, entgegen der vektorielien Leserichtung ist. Das Herausschnei- 
den des Inserts durch Hind!!! war moglich, da derT-Qberhang Vektor neben der Hindltl Schnttt- 
stelte im Polylinker noch eine zweite besttzt, die beim EinfQgen des Polyiinkers entstanden ist. 

Beispiel 2 

35 Herstellung von Expressionsvektoren zur Expression der Nostoc punctiforme PCC73102 Keto- 
lasen ORF148 und ORF38 in Wirtsorganismen. 



Nach Restriktionsverdau von pMONT148 bzw. pMONT38 mit HMW wurden die erhaitenen 
DNA-lnserts in einen ebenfalls H/ndll! verdauten und dephosphorylierten pPQE32 Vektor (Qia- 
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gen, Hilden; modifiziert wie in (Verdoes, J., Krubasik, P., Sandmann, G. & van Ooyen, M. (1999) 
Isolation and functional characterisation of a novel type of carotenoid biosynthetic gene from 
Xanthophyllomyces dendrorhous. Molec. Gen. Genet. 262, 453-461) beschrieben kloniert 

5 Die nach Transformation in XL1 MRF1 ' erhaltenen Klone wurden mlt Hilfe einer check PCR un- 
ter Verwendung von Primer QEF (5' CCC TTT CCT CTT CTC -3') und 148-end bzw. 38-end 
flberpruft. Die Sequenzierungen der ertteprechenden Klone zeigte, dass ORF148 und ORF38 in 
frame in den pPGE32 Vektor kloniert wurden. Die so erhaltenen Plasmide sind in Abbildung 2B 
und 2C dargesielli. Abbildung 2 zeigt die Konstruktion von pPQE32-ORF 148 (B.) und pPQE32- 

1 0 ORF 38 (C.) ausgehend von pPQE32 (A.). 

Beispiel 3 

Expression der Nostoc punctiforme PCC73102 Ketoiasen ORF148 und ORF38 in B-Carotin und 
Zeaxanthin produzierenden E. co//Stamme und Analyse des Carotinoidprofils 

15 

3.1. Expression der Nostoc punctiforme PCC73102 Ketoiasen ORF148 und ORF38 in B-Carotin 
produzierenden E. coli Stamme 

Zurfunktionelien Charakterisierung der durch ORF148 und ORF38 gebildeten Genprodukte 
20 wurden die Konstrukte pPQE32-148 und pPQE32-38 in die 6-Carotin bildende E.coii Transfor- 
mande JM101/pACCAR16AcrtX (Misawa, N., Satomi, Y., Kondo, K., Yokoyama, A., Kajiwara, 
S., Saito, T. Ohtani, T. & Miki, W. (1995) Structure and functional analysis of a marine bacterial 
carotenoid biosynthesis gene cluster and aslaxanthin biosynthetic pathway proposed at the gens 
level. J. Bacteriol. 22, 6575-6584) transformiert 

25 

Die Anzucht der Transformanden erfolgte in 50 ml Kulturen mit LB Medium bei 28°C im Dunkeln 
fur 1 6 bis 48 Stunden. Die Carotinoide wurden mit Methanol extrahiert, gegen 50% E- 
ther/Petrolether ausgeschiittelt und die erhaltenen Extrakte uber HPLC (Saule HypurityC18, 
Laufmittei: Acetonitril/Methanol/2-Propanol 85:10:5, Temperatur 32°C) aufgetrennt. Die Spektren 
30 wurden mittels eines Dioden-Array Detektors on-line aufgezeichnet und die Carotinoide anhand 
ihrere Absorptionsmaxima sowie im Vergieich mit Standards identifiziert. 

Wie in Abbildung 3A fur pPQE32-38 und 3B fur pPQE32-148 gezeigt, konnten neben dem Aus- 
gangssubstrat B-Carotin in beiden Extrakten die Ketocarotinoide Echinenon und Canthaxanthin 
35 detektiert werden (in Kontrollen ohne pPQE32-38 bzw. pPGE32-148 war nur 6-Carotin aber 
keine Ketocarotinoide zu finden). 



Der Anteil des gebildeten Canthaxanthins (Diketo-Verbindung) am Gesamtcarotinoidgehalt be- 
trug in der Komplementierung mit pPQE32-148 81%, in der Komplementierung mit P PQE32-38 
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lag er bei 40%. Der Antei! an Echinenon (Monoketo-Verbindung) lag in beiden Komplementie- 
rungen bei etwa 4%. 



3.2. Expression der Nostoc punctiforme PCC73102 Ketolasen ORF148 und ORF38 in Zea- 
5 xanthin produzierenden E. coli Stamme 

Um zu untersuchen in wie weft die durch ORF148 und ORF38 kodierten Ketolasen in der Lage 
sind das Ketocarotinoid Astaxanthin zu synthetisieren, wurden pPQE32-38 (Abb. 3C) und 
PPQE32-148 (Abb. 3D) in die Zeaxanthin bildende E co//Transformande 
10 JM101/pACCAR25AcrtX (Misawa, N., Satomi, Y., Kondo, K., Yokoyama, A., Kajiwara, S., Saito, 
T. Ohtani, T. & Miki, W. (1995) Structure and functional analysis of a marine bacterial carotenoid 
biosynthesis gene cluster and astaxanthin biosynthetic pathway proposed at the gene level. J. 
Bacterid. 22, 6575-6584)transformiert. 

1 5 Die Anzucht der Transformanden, die Carotinoidextraktion und die HPLC Trennung erfolgte wie 
oben unter 3.1 beschrieben. Wahrend in dem aus der Komplementierung mit pPQE32-38 erhai- 
tenen Extrakt nur die Ausgangssubstrate Zeaxanthin und B-Carotin, 85 bzw. 5% des Gesamtca- 
rotinoidgehalts, nachgewiesen werden konnten, konnten in der Komplementierung mit pPQE32- 
148 hauptsachlich die Ketocarotinoide Echinenon, Canthaxanthin und Astaxanthin detektiert 

20 werden. Der Anteil von Astaxanthin am Gesamtcarotinoidgehalt betragt 50%. Die Intermediate 
der Astaxanthinsynthese Echinenon und Canthaxanthin stellen 12% bzw. 8% des Gesamtcaro- 
tinoids dar. Der Anteil an B-Carotin betragt etwa 30%. 

Abbildung 3 zeigt die HPLC Trennung der Carotinoide aus Komplementierung in E. coll mit ei- 
25 nem B-Carotin Hintergrund kotransformiert mit pPQE32-38 (A) oder pPQE32-148 (B) bzw. in E. 
coli mit einem Zeaxanthin Hintergrund kotransformiert mit pPQE32-38 (C) oder pPQE32-1 48 
(D). 

Die angegebenen Carotinoide wurden durch Kochromatographie mit Vergleichssubstanzen und 
30 uber ihre Spektren identifiziert als: 

1 Canthaxanthin, 

2 Echinenon. 

3 B-Carotin, 

4 Zeaxanthin, 
35 5 Astaxanthin, 

6 8-Cryptoxanthin, 

7 Neurosporin. 



1', 3', 4' und 5' bezeichnen die entsprechenden cis Isomere. 
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PatentansprQche 

1 . Verfahren zur Herstellung von Ketocarotjnorden durch Kultivierung von genetisch verander- 
ten Organismen, die im Vergleich zum Wildtyp eine veranderte Ketolase-Aktivitat aufwei- 
5 sen, und die veranderte Ketolase-Aktivrtat durch eine Ketoiase verursacht wird, enthaitend 
die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine identitat von min- 
destens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

1 0 2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man Organismen verwendet, 
die als Wildtyp bereits eine Ketolase-Aktivitat aufweisen, und die genetische Veranderung 
eine Erhohung der Ketolase-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp bewirkt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man zur ErhShung der Ketola- 
15 • se-Aktivitat die Genexpression einer Nukleinsaure, kodierend eine Ketoiase, enthaitend die 

Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, In- 
sertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindes- 
tens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, gegenQber dem 
Wildtyp erh6ht. 

20 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Erhohung der Ge- 
nexpression Nukleinsauren in den Organismus einbringt, die Ketolasen kodieren, enthai- 
tend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dfeser Sequenz durch Substitu- 
tion, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine identitat von' 

25 mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man Organismen verwendet, 
die als Wildtyp keine Ketolase-Aktivitat aufweisen und die genetische Veranderung eine Ke- 
tolase-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp verursacht. 

30 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass man genetisch veranderte Or- 
ganismen verwendet, die transgen eine Ketoiase, enthattond die Aminoeauressquenz 
SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion 
von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Amino- 

35 saureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, exprimieren. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Verursachung 
der Genexpression Nukleinsauren in die Organismen einbringt, die Ketolasen kodieren, 
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enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch 
Substitution, insertion oder Deletion von Arninosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identi- 
ty von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

5 s. Verfahren nach Anspruch 5 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass man Nukleinsauren, 
enthaltend die Sequenz SEQ. ID. NO. 1 einbringt. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Organis- 
men zusatzlich gegenQber dem Wildtyp eine erhohte Aktivitat mindestens einer der Aktivita- 
10 ten, ausgewahlt aus der Gruppe Hydroxylase-Aktivitat und S-Cyclase-Aktivitat, aufweisen. 

1 o. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass man zur zusatzlichen Erhohung 
mindestens einer der Aktivitaten, die Genexpression mindestens einer Nukleinsaure aus- 
gewahlt aus der Gruppe Nukleinsauren, kodierend eine Hydroxylase, und Nukleinsauren, 
1 5 kodierend eine B-Cyclase, gegenQber dem Wildtyp erhoht. 

11 . Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Erhohung der Ge- 
nexpression mindestens eine Nukleinsaure auspewahlt aus der Gruppe, Nukleinsauren ko- 
dierend eine Hydroxylase und Nukleinsauren kodierend eine 8-Cyclase in den Organismus 

20 einbringt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass man als Nukleinsaure, kodie- 
rend eine Hydroxylase, Nukleinsauren einbringt, die eine Hydroxylase kodieren, enthaltend 
die Aminosauresequenz SEQ ID NO: 6 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 

25 Insertion oder Deletion von Am inosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von min- 

destens 20 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 6 aufweist. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man Nukleinsauren, enthal- 
tend die Sequenz SEQ ID NO: 5 einbringt. 

30 

14. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass man als Nukleinsaure, kodie- 
rend eine p-Cyclase, Nukleinsauren einbringt, die eine B-Cyelase kodieren, enthaltend die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 8 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Inser- 
tion oder Deletion von Arninosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 

35 20 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 8 aufweist. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass man Nukleinsauren, enthal- 
tend die Sequenz SEQ ID NO: 7 einbringt. 
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16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass man nach 
dem Kuitivieren die genetisch veranderten Organismen erntet und anschlieBend die Keto- 
carotinoide aus den Organismen isoHert. 

5 1 7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 6, dadurch gekennzeichnet da(3 man als Or~ 
ganismus einen Organismus verwendet, der als Ausgangsorganismus natiiriicherweise o- 
der durch genetische Komplementierung Oder Umregulierung von Stoffwecheselwegen in 
der Lage ist, Carotinoide herzustellen. 

10 1 8, Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB man als Or- 
ganismen Mikroorganismen oder Pflanzen verwendet. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB man als Mikroorganismen Bak~ 
terien, Hefen, Algen Oder Pilze verwendet. 

15 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurchgekennzeichnef, daB die Mikroorganismen ausgwahlt 
sind aus der Gruppe Escherichia, Erwinia, Agrobaderium, Flavobacterium, Alcaligenes, Pa- 
racoccus, Nostoo, Cyanobakterisn der Gattung Synechocystis, Candida, Saccharomyces. 
Hansenula, PhaWa, Pichia, Aspergillus, Trfchoderma, Ashbya, Neurospora, Blakeslea, Phy- 

20 comyces, Fusarium, Haematococcus, Phaedactylum tricornatum, Volvox oder Dunaliella. 

21. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB man als Organismus Pflanzen 
verwendet. 

25 22. Verfahren nach Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, dass man als Pf lanze eine Pflanze, 
ausgewahlt aus den Familien Ranuncuiaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Cannaba- 
ceae, Rosaceae, Fabaceae. Linaceae, Vitaceae, Brassiceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, 
Caryophyliaceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoiiaceae, Oleaceae, 
Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, Amarytiidaceae, Po- 

30 aceae, Orchidaceae, Maivaceae, IHiaceae oder Lamiaceae verwendet. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass man als Pflanze eine Pflanze, 
ausgewahlt aus den Pfianzengattungen Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patula, Acacia, 
Aconitum, Adonis, Arnica, Aqulegia, Aster, Astragalus, Bignonia, Calendula, Caitha, Cam- 
35 panula, Canna, Centaurea, Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbi- 
ta, Cyiisus, Delonia, Delphinium, Diaflthus, Dimorphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, For- 
sythia, Fremoniia, Gazania, Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, 
Grevillea, Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracieum, Hisbiscus, Heliopsis, Hypericum, 
Hypochoeris, impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leontodon, Liiium, Li- 



WO 2004/063366 



47 



PCT7EP2003/014876 



num. Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimulus, Narcissus, Oenothera, 
Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentiila, Pyracantha, Ranunculus, 
Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Stlphium, Sinapsis, Sorbus, Spartium, 
Tecoma, Torenia, Tragopogon. Troilius, Tropaeolurn, Tulipa, Tussiiago, Ulex, Viola oder 
5 Zinnia verwendet. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass die 

Ketocarotinoide ausgewahit sind aus der Gruppe Astaxanthin, Canthaxanthin, Echinenon, 
3-Hydroxyechinenon, 3'-Hydroxyechinenon, Adonirubin und Adonixanthin. 

Genetisch veranderter Organismus, wobet die genetische Veranderung die Aktivitat einer 
Ketolase 

A fur den Fall, dass der Wiidtyporganismus bereits eine Ketolase-Aktivitat aufweist, gegen- 
Ober dem Wildtyp erhoht und 

B fur den Fall, dass der Wiidtyporganismus keine Ketolase-Aktivitataufweist, gegenuber 
dem Wildtyp verursaoht 

und die nach A erhohte oder nach B verursachte Ketolase-Aktivitat durch eine Ketolase 
verursacht wird, enthaitend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser 
Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, 
die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SS2. ID. 
NO. 2 aufweist. 
25 

26. Genetisch veranderter Organismus nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Erhohung oder Verursachung der Ketolase-Aktivitat durch eine Erhohung oder Verursa- 
chung der Genexpression einer Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, enthaitend die A- 
minosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Inser- 

30 tion oder Deletion von Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 
42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, gegenuber dem 
Wildtyp bewirkt wird. 

27. Genetisch veranderter Organismuse nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass 
35 man zur Erhohung oder Verursachung der Genexpression Nukleinsauren in den Organis- 
mus einbringt, die Ketolasen kodieren, enthaitend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 
oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der 



10 
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Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

28. Genetisch veranderter Organismus, enthaltend mindestens eine transgene Nukieinsaure, 
kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von 

5 dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeteitete 
Sequenz, die eine Identitai von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

29. Genetisch veranderter Organismus, enthaltend mindestens zwci endogene Nukleinsauren, 
1 o kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von 

dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeteitete 
Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

1 5 30. Genetisch veranderter Organismus nach einem der Anspruche 25 bis 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die genetische Veranderung zusatzlich mindestens eine der Aktivitaten, aus- 
gewahlt aus der Gruppe Hydroxlase-Aktivitat und B-Cyclase-Aktivltat gegeniiber dem Wild- 
typp erhoht. 

20 31 . Genetisch veranderter Organismus nach einem der Anspruche 25 bis 30, dadurch gekenn- 
zeichnet daB er als Ausgangsorganismus natQrlicherweise oder durch genetische Komple- 
mentierung in der Lage ist, Carotinoide herzustelien. 

32. Genetisch veranderter Organismus nach einem der Anspruche 25 bis 31, ausgewahlt aus 
25 der Gruppe Mikroorganismen oder Pfianzen. 

33. Genetisch veranderter Mikroorganismus nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Mikroorganismen ausgewahlt sind aus der Gruppe Bakterien, Hefen, Aigen oder Pilze. 

30 34. Genetisch veranderter Mikroorganismus nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Mikroorganismen ausgwahit sind aus der Gruppe Escherichia, Erwinia, Agrobacterium, 
Flavobacterlum, Alcaligenes, Paracoccus, Nostoc, Cyanobakterien der Gattung Synecho- 
cystis, Candida, Saccharomyces, Hansenula, Pichia, Aspergillus, Trichoderma, Ashbya, 
Neurospora, Blakeslea, Phycomyces, Fusarium, Haematococcus, Phaedactyium tricorna- 

35 turn, Volvox oder Dunaliella. 

35. Genetisch veranderte Pfianze nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass die Pfian- 
zen ausgewahlt sind aus den Familien Ranunculaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, 
Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, Vitaceae, Brassiceae, Cucurbitaceae, Pri- 
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mulaceae, Caryophyllaceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoliaceae, 
Oleaceae, Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, Amarylli- 
daceae, Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, liliaceae oder Lamiaceae verwendet 

5 36. Genetisch veranderte Pf lanze nach Anspaich 35, dadurch gekennzeichnet, dass Pflanzen 
ausgewahlt sind aus den Pflanzengattungen Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patuia, A- 
cacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aqulegia, Aster, Astragalus, Bignonia, Calendula, Caitha, 
Campanula, Canna, Centaurea, Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, 
Curcurbita, Cytisus, Deionia, Delphinium, Dlanthus, Dimorphotheca, Doronicum, Esch- 

10 scholtzia, Forsythia, Fremontia, Gazania, Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Ger- 
bera, Geum, Grevilfea, Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum, Hisbiscus, Heliopsis, 
Hypericum, Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leonto- 
don, Lilium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimuius, Narcis- 
sus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physaiis, Phyteuma, Potentilta, Pyracantha, 

1 5 Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, Sinapsis, Sor- 
bus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, Trollius, Tropaeolum, TuSipa, Tussilago, U- 
lex, Viola oder Zinnia verwendet. 

37. Verwendung der genetisch veranderten Organismen nach einem der Anspruche 25 bis 36 
20 als Futter- oder Nahrungsm ittei. 

38. Verwendung der genetisch veranderten Organismen nach einem der AnsprOche 25 bis 36 
zur Herstellung von Ketocarotinoid-haltigen Extrakten oder zur Herstellung von Futter- und 
Nahrungserganzungsmittel. 

25 

39. Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Se- 
quent dureh Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, 
die eine Identitat von mindestens 70 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. 
NO. 2 aufweist, mit der MaBgabe, dass die Aminosauresequenzen SEQ ID NO. 2 nicht ent- 

30 halten ist. 

40. Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 4 oder eine von dieser Se- 
quenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, 
die eine Identitat von mindestens 70 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. 

35 NO. 4 aufweist. 

41. Nukleinsaure, kodierend ein Protein gemaB 39 oder 40, mit der MaBgabe, dass die Se- 
quenz SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 3 nicht enthaiten sind. 
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SO 
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42. Verwendung eines Proteins, enthaltend die Amtnosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine 
von dieser Sequenzdurch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeiette- 
te Sequenz, die eine Identitat von mlndestens 70 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ- ID. NO. 2 und die Eigenschaft einer Ketolase aufweist, als Ketolase. 

43. Verwendung eines Proteins, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 4 oder eine 
von dieser Sequenz durch Substitution, insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleite- 
te Sequenz, die eine Identitat von mindestens 65 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 4 und die Eigenschaft einer Kelolase aufweist, als Ketolase. 
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Nucieotidsequenz ORF 38 (786 bp) 

TTGMTTTTTGTGATAMCCAGTTAGCTATTATGTTGCAATAGAGCAATTAAGTGCTAAA- 
5 GMGATACTGTTTGGGGGCTGGTGATTGTCATAGTMTTATTAGTCTTTGGGTAGC- 

TAGTTTGGCTTTTTTACTAGCTATTMTTATGCCAMGTCCCMTTTGGTTGATACCTATTG- 
CMTAGTTTGGCAAATGTTCCTTTATACAGGGCTATTTATTACTGCACATGATGCTATG- 
CATGGGTCAGmATCGTAAAMTCCCAAAATTAATAATTTTATCGGTTCACTAGCTG- 
TAGCGCTTTACGCTGTGTTTCCATATCAACAGATGTTAAAGAATCATTGCTTACAT-- 
1 0 CATCGTCATCCTGCTAGCGAAGTTGACCCAGATTTTCATGATGGTAAGAG AACAAACGC- 
TATTTTCTGGTATCTCCATTTGATGATAGAATACTCCAGTTGGCAACAGTTAATAGTAC- 
TMCTATCCTAmMmAGCTAMTACGTTTTGCACATCCATCAAATAAATCTCATCT- 
TATmGGAGTATTCCTCCAATTTTAAGTTCCATTCMCTGTTTTATTTCGGAA-- 
CATTTTTGCCTCATCGAGAACCCAAGAAAGGATATGTTTATCCCCATTGCAGCCAAACAA- 
1 5 TAAMTTGCCMCTTTTTTGTCATTTATCGCTTGCTACCACTTTGGTTATCATGAAGAACAT- 
CATGAGTATCCCCATGTACCTTGGTGGCAACTTCCATCTGTATATAAGCAGAGAGTATT- 
CAACAATTCAGTAACCAATTCGTAA 



20 Nukieotidsequenz ORF 1 48 (759 bp) 

GTGATCCAGTTAGAACAACCACTCAGTCATCAAGCAAAACTGACTCCAGTACTGAGMGTA 
AATCTCAGTTTMGGGGCTTTTCATTGCTATTGTCATTGTTAGCGCATGGGTCATTAGCCTG 
AGTTTATTACTTTCCCTTGACATCTCAAAGCTAAAATTri GGAVGTTATTGGCTGTTATACTA 
TGGCAMCATTTTTATATACGGGATTATTTATTACATCTCATGATGCCATGCATGGCGTAG- 

25 TATTTCCCCAAAACACCAAGATTAATCATTTGATTGGAACATTGACCCTATCCCTT- 

TATGGTCTTTTACCATATCAAAAACTATTGAAAAAACATTGGTTACACCACCACAATCCAG- 
CAAGCTCMTAGACCCGGATTTTCACMTGGTAMCACCAMGTTTCTTTGCTTGG- 
TATTTTCATTTTATGAMGGTTACTGGAGTTGGGGGCAMTMTTGCGTTGACTATTATT- 
JATMCTTTGCTAAATACATACTCCATATCCCAAGTGATMTCTMCTTACTTTTGGGTGC- 

30 TACCCTCGCTTTTMGTTCATTACMTTATTCTATTTTGGTACI I I I I TACCCCATAGT- 
GAACCAATAGGGGGTTATGTTCAGCCTCATTGTGCCCAAACAATTAGCCGTCC- 
TATTTGGTGGTCATTTATCACGTGCTATCATTTTGGCTACCACGAGGAACATCACGAA- 
TATCCTCATATTTCTTGGTGGCAGTTACCAGAAATTTACAAAGCAAAATAG 
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ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Seguenzprotxilcoll 

<H0> BASF Aktiengesellschaft 

5 <120> verfahren zur Herstellung von ketocaroti noi den durch Kultivierung 
von genetisch veranderten orgamsmen 

<130> AE 20020904 

3 <160^ 12 

<17Q> Patentln version 3-1 



<210> 1 

<211> 789 

<212> DMA 

<213> NOStOC sp. . PCC73102 
<220> 

<221> CDS 

<222> CD.-C789) 



<400> 1 

ttg aat ttt tgt gat aaa cca gtt age tat tat gtt gca ata gag caa 

Leu Asn Phe Cys Asp Lys Pro val Ser Tyr Tyr val Ala He Glu Gin 
15 10 15 



tta agt get aaa gaa gat act gtt tgg ggg ctg gtg att gtc ata gta 
Leu Ser Ala Lys Glu Asp Thr val Trp Gly Leu val lie val He val 
20 25 30 



att att agt ctt tgg gta get agt ttg get ttt tta eta get att aat 
lie "lie Ser Leu Trp val Ala Ser Leu Ala Phe Leu Leu Ala lie Asn 
35 40 45 

tat gee aaa gtc cca att tgg ttg ata cct att gca ata gtt tgg caa 
Tyr Ala Lys val Pro lie Trp Leu He pro lie Ala xle val Trp Gin 
50 55 60 

atg ttc ctt tat aca ggg eta ttt att act gca cat gat get atg cat 
Met Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe lie Thr Ala His Asp Ala Met His 
65 70 75 80 

ggg tea gtt tat cgt aaa aat ccc aaa att aat aat ttt ate ggt tea 
Gly ser val Tyr Arg Lys Asn Pro Lys lie Asn Asn Phe lie Gly Ser 



gctrgtl~gcg ctt tac get gtg ttt cca tat caa cag atg tta aag 
Ala val Ala Leu Tyr Ala val Phe Pro Tyr Gin Gin Met Leu Lys 
100 105 110 

aat cat tgc tta cat cat -cgt cat cct get age gaa gtt gac cca gat 
Asn His cvs Leu His His Arg His Pro Ala ser Glu val Asp Pro" Asp 
115 120 125 ' 

ttt cat gat ggt. aag aga aca aac get att ttc tgg tat etc cat ttc 
Phe His Asp Gly Lys Arg Thr Asn Ala lie Phe Trp Tyr Leu His Phe 



ERSATZBLATT {REGEL 26) 
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130 135 140 

ata ata aaa tac tec aqt tag caa cag tta ata gta eta act ate eta 
Set He" Glu - Tyr ier llr T?p Gin Gin Leu He val Leu Thr He Leu 
5 145 150 155 160 

ttt aat tta act aaa tac gtt ttg cac ate cat caa ata aat etc ate 
Phe Ain lS Ala Lys Tyr val Leu His lie His Gin lie Asn Leu He 
165 170 1/5 

10 tta ttt tgg agt att cct cca att tta agt tec att caa ctg ttt tat 
Leu Phe Trp Ser He pro Pro He Leu Ser ser He Gin Leu Phe Tyr 
180 185 190 

15 ttc gga aea ttt ttg cct cat cga aaa ccc aag aaa gga tat gtt tat 
Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Arg Glu Pro Lys Lys 5ty Tyr val iyr 
195 200 205 

ccc cat tgc age caa aca ata aaa ttg cca act ttt ttg tea ttt ate 
20 Pro His Cys sir Gin Thr He Lys Leu Pro Thr Phe Leu Ser Phe He 
210 215 220 



Ala 
25 225 



tac tac cac ttt ggt tat cat gaa gaa cat cat gag tat ccc cat 
cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 



235 240 



gta cct tgg tgg caa ctt cca tct gta tat aag cag aga gta ttc aac 
val Pro Trp Trp Gin Leu Pro ser val Tyr Lys Gin Arg Val Phe Asn 
245 250 255 



aat tea gta acc aat teg taa 
Asn ser val Thr Asn ser 
260 



<210> 


2 


<211> 


262 


<212> 


PRT 


<213> 


Nostoc sp. PCC73102 


<400> 


2 



Leu Asn Phe cys Asp Lys Pro val ser Tgr Tyr val Ala He Glu Gin 

Leu ser Ala Lys Glu Asp Thr val Trp Gly Leu val He val He Val 
20 25 30 

He He Ser Leu Trp val Ala Ser Leu Ala Phe Leu Leu Ala lie Asn 
35 * 40 45 

Tyr Ala Lys Val Pro He Trp Leu He Pro He Ala lie val Trp Gin 
50 55 60 

Met Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ala His Asp Ala Met His 
65 70 75 80 



WO 2004/063366 PCT/EP2003/014876 
3/15 

Glv ser val Tyr Arg Lys Asn Pro Lys He Asn Asn Phe He Gly Ser 
y 85 90 95 

5 Leu Ala Val Ala Leu Tyr Ala Val Phe Pro Tyr Gin Gin Met Leu Lys 
100 105 110 

Asn His Cys Leu His His Arg His Pro Ala ser Glu val Asp Pro Asp 
10 115 120 125 

Phe His Asp Gly Lys Arg Thr Asn Ala lie Phe Trp Tyr Leu His Phe 
130 135 140 

15 

Met lie Glu Tyr ser Ser Trp Gin Gin Leu lie Val Leu Thr lie Leu 
145 150 155 160 

20 Phe Asn Leu Ala Lys Tyr val Leu His lie His Gin He Asn Leu lie 
165 170 175 

25 Leu Phe Trp ser He Pro Pro lie Leu Ser ser lie Gin Leu Phe Tyr 
180 185 190 

Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Arg Glu Pro Lys Lys Gly Tyr Val Tyr 
30 195 200 205 

Pro His cys Ser Gin Thr lie Lys Leu Pro Thr Phe Leu Ser Phe lie 
210 215 220 

35 

Ala Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 
225 230 235 240 

40 

Val Pro Trp Trp Gin Leu Pro ser Val Tyr Lys Gin Arg Val Phe Asn 
245 250 255 

45 Asn Ser val Thr Asn Ser 
260 

<210> 3 

50 

<211> 762 
<212> DNA 
55 <213> Nostoc sp. PCC73102 



<220> 

<221> CDS 

<222> (I) . . C762) 

<223> 
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<400> 3 

qtg ate cag tta gaa caa cca etc agt cat caa gca aaa ctg act cca 
Val lie Gin Leu Glu Gin Pro Leu Ser His Gin Ala Lys Leu Thr Pro 
1 5 10 15 

gta ctg aga agt aaa tec cag ttt aag ggg ctt ttc att get att gtc 
Val Leu Arg ser Lys Ser Gin Phe Lys Gly Leu Phe lie Ala lie Val 

att gtt age gca tgg gtc att age ctg agt tta tta ctt tec ctt gac 
lie val ser Ala Trp val lie ser Leu Ser Leu Leu Leu ser Leu Asp 
35 40 45 

ate tea aag eta aaa ttt tgg atg tta trg cct gtt ata eta tgg caa 
lie Ser Lys Leu Lys Phe Trp Met Leu Leu Pro Val He Leu Trp Gin 
50 ' 55 60 

aca ttt tta tat acg gga tta ttt att aca tct cat gat gee atg cat 
Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr ser His Asp Ala Met His 
65 70 75 80 

qqc gta gta ttt ccc caa aac ace aag att aat cat ttg att gga aca 
Gly Val val Phe Pro Gin Asn Thr Lys He Asn His Leu He Gly Thr 
85 90 95 

ttg acc eta tec ctt tat ggt ctt tta cca tat caa aaa eta ttg aaa 
Leu Thr Leu ser Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Gin Lys Leu Leu Lys 
100 105 HO 



aaa cat tgg tta cac cac cac aat cca gca age tea ata gac ccg gat 
Lvs His Trp Leu His His His Asn Pro Ala ser Ser lie Asp Pro Asp 
115 120 125 

ttt cac aat ggt aaa cac caa agt ttc ttt get tgg tat ttt cat ttt 
Phe His Asn Gly Lys His Gin ser Phe Phe Ala Trp Tyr Phe His Phe 
130 135 140 

atg aaa ggt tac tgg agt tgg ggg caa ata att gcg ttg act att att 
Met Lys Gly Tyr Trp Ser Trp Gly Gin lie He Ala Leu Thr He lie 
145 150 155 160 

tat aac ttt get aaa tac ata etc cat ate cca agt gat aat eta act 
Tyr Asn Phe Ala Lys Tyr He Leu His lie Pro ser Asp Asn Leu Thr 
' 165 170 175 

tac ttt tgg gtg eta ccc teg ctt tta agt tea tta caa tta ttc tat 
Tyr Phe Trp val Leu Pro Ser Leu Leu ser ser Leu Gin Leu Phe Tyr 
180 185 190 

ttt ggt act ttt tta ccc cat agt gaa cca ata ggg ggt tat gtt cag 
Phe Gly Thr Phe Leu Pro His ser Glu Pro lie Gly Gly Tyr val Gin 
195 200 205 

cct cat tgt gec caa aca att age cgt cct att tgg tgg tea ttt ate 
pro His Cys Ala Gin Thr He Ser Arg Pro lie Trp Trp ser Phe lie 
210 215 220 

acq tgc tat cat ttt ggc tac cac gag gaa cat cac gaa tat cct cat 
Thr cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 
225 230 235 240 

att tct tgg tgg cag tta cca gaa att tac aaa gca aaa tag 
He ser Trp Trp Gin Leu Pro Glu lie Tyr Lys Ala Lys 
245 250 
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<210> 4 
<211> 253 

5 

<212> PRT 

<Z1'5> NOSTOC 5p. PCC73102 



Val He Gin Leu Glu Gin pro Leu ser His Gin Ala Lys Leu Thr Pro 
15 1 5 10 15 

val Leu Arg ser Lys Ser Gin Phe Lys Gly Leu Phe lie Ala lie val 
20 25 30 

20 

lie Val ser Ala Trp Val lie ser Leu ser Leu Leu Leu Ser Leu Asp 
35 40 45 

25 lie ser Lys Leu Lys Phe Trp Met Leu Leu Pro Val lie Leu Trp Gin 
50 55 60 

30 Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe lie Thr ser His Asp Ala Met His 
65 " 70 75 80 

Gly val val Phe Pro Gin Asn Thr Lys lie Asn His Leu He Gly Thr 
35 85 90 95 

Leu Thr Leu Ser Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Gin Lys Leu Leu Lys 
100 105 110 

40 

Lys His Trp Leu His His His Asn Pro Ala ser ser lie Asp Pro Asp 
115 120 125 

45 

Phe His Asn Gly Lys His Gin Ser Phe Phe Ala Trp Tyr Phe His Phe 
130 135 140 

50 Met Lys Gly Tyr Trp Ser Trp Gly Gin lie lie Ala Leu Thr lie lie 
145 150 155 150 

Tyr Asn Phe Ala Lys Tyr He Leu His He Pro Ser Asp Asn Leu Thr 
55 165 170 175 

Tvr Phe Trp val Leu Pro Ser Leu Leu Ser ser Leu Gin Leu Phe Tyr 
y 180 185 190 

60 

Phe Gly Thr Phe Leu Pro His ser Glu Pro He Gly Gly Tyr Val Gin 
195 200 205 

65 pro His cys Ala Gin Thr lie ser Arg Pro He Trp Trp ser Phe He 
210 215 220 
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Thr Cvs Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr pro His 
225 230 235 240 

5 

lie ser Trp Trp Gin Leu Pro Glu He Tyr Lys Ala Lys 

245 250 

10 

<210> 5 
<211> 1608 
15 <212> DNA 

<213> Haematococcus pluvial is 

20 

<220> 
<221> CDS 
25 <222> (3).. (971) 
<223> 

30 

<400> 5 

ct aca ttt cac aag ccc gtg age ggt gca age get ctg ccc cac ate 
Thr Phe His Lys Pro vat ser Gly Ala ser Ala Leu Pro His lie 
15 10 15 

35 ggc cca cct cct cat etc cat egg tea ttt get get acc acg atg ctg 
Gly Pro Pro Pro His Leu His Arg Ser Phe Ala Ala Thr Thr Met Leu 
20 25 30 

40 teg aag ctg cag tea ate age gtc aag gee cgc cgc gtt gaa eta gee 
Ser Lys Leu Gin Ser lie Ser val Lys Ala Arg Arg val Glu Leu Ala 
35 40 45 

cgc gac ate acg egg ccc aaa gtc tgc ctg cat get cag egg tgc teg 
45 Arg Asp lie Thr Arg Pro Lys Val cys Leu His Ala Gin Arg Cys Ser 
50 55 60 

tta gtt egg ctg cga gtg gca gca cca cag aca gag gag gcg ctg gga 
Leu val Arg Leu Arg Val Ala Ala Pro Gin Thr Glu Glu Ala Leu Gly 
50 65 70 75 

acc gtg cag get gee ggc gcg ggc gat gag cac age gee gat gta gca 
Thr val Gin Ala Ala Gly Ala GTy Asp Glu His ser Ala Asp val Ala 
80 85 90 95 

55 etc cag cag ctt gac egg get ate gca gag cgt cgt gee egg cgc aaa 
Leu Gin Gin Leu Asg Arg Ala lie Ala Glu Arg Arg Ala Arg Arg Lys 

60 egg gag cag ctg tea tac cag get gec gee att gca gca tea att ggc 
Arg Glu Gin Leu Ser Tyr Gin Ala Ala Ala He Ala Ala ser He Gly 
115 120 125 

gtg tea ggc att gec ate ttc gee acc tac ctg aga ttt gee atg cac 
65 VaT Ser Gly lie Ala He Phe Ala Thr Tyr Leu Arg Phe Ala Met His 
130 135 140 
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atg acc gtg ggc ggc gca gtg cca tgg ggt gaa gtg get ggc act etc 479 

Met Thr Va! Gly Gly Ala VaT Pro Trp Gly 61 u VaT Ala Gly Thr Leu 
145 150 155 

5 etc ttg gtg gtt ggt ggc gcg etc ggc atg gag atg tat gec cgc tat 527 
Leu Leu vaT val Gly GTy Ala Leu Gly Met Glu Met Tyr Ala Arg Tyr 
160 165 170 175 

gca cac aaa gec ate tgg cat gag teg cct ctg ggc tgg ctg ctg cac 575 
10 Ala His Lys Ala He Trp His Glu ser Pro Leu Gly Trp Leu Leu His 
180 ' 185 190 

aag age cac cac aca cct cgc act gga ccc ttt gaa gee aac gac ttg 623 
Lys Sir His His Thr Pro Arg Thr Gly Pro Phe Glu Ala Asn Asp Leu 
15 195 200 205 

ttt gca ate ate aat gga ctg ccc gec atg etc ctg tgt acc ttt ggc 671 
Phe Ala lie lie Asn Gly Leu Pro Ala Met Leu Leu Cys Thr Phe Gly 
210 215 220 

20 ttc tgg ctg ccc aac gtc ctg ggg gcg gec tgc ttt gga gcg gag ctg 719 
Phe Trp LeS Pro Asn val Leu Gly Ala Ala Cys Phe Gly Ala Gly Leu 
225 230 235 

25 ggc ate acg eta tac ggc atg gca tat atg ttt gta cac gat ggc ctg 767 
Gly lie Thr Leu Tyr Gly Met Ala Tyr Met Phe val His Asp Gly Leu 
240 245 250 255 

atq cac agg cgc ttt ccc acc ggg ccc ate get ggc ctg ccc tac atg 815 
30 vaT His Arg Arg Phe Pro Thr cTy Pro lie Ala Gly Leu Pro Tyr Met 
260 265 270 

aaa cac etg aca gtg gec cac cag eta cac cac age ggc aag tac ggt 863 
Lys Arg Leu Thr val Ala His Gin Leu His His Ser Gly Lys Tyr Gly 
35 275 280 285 

ggc gcg ccc tgg ggt atg ttc ttg ggt cca cag gag ctg cag cac att 911 
Gly Ala Pro Trp Gly Met Phe Leu Gly Pro Gin Glu Leu Gin His He 
y 290 295 300 

cca ggt gcg gcg gag gag gtg gag cga ctg gtc ctg gaa ctg gac tgg -959 
Pro Gly Ala Ala Glu Glu vaT Glu Arg Leu val Leu Glu Leu Asp Trp 
305 310 315 

45 tec aag egg tag ggtgcggaac caggcacgct ggtttcacac ctcatgcctg 1011 
Ser Lys Arg 
320 

tgataaggtg tggctagagc gatgcgtgtg agaegggtat gtcaeggteg actggtctga 1071 

50 tggccaatgg catcggccat gtctggtcat caegggctgg ttgcctgggt gaaggtgatg 1131 

cacatcatca tgtgcggttg gaggggctgg cacagtgtgg gctgaactgg agcagttgtc 1191 

55 caggctggcg ttgaatcagt gagggtttgt gattggcggt tgtgaagcaa tgactccgcc 1251 

catattctat ttgtgggagc tgagatgatg geatgettgg gatgtgcatg gatcatggta 1311 

gtgcagcaaa ctatattcac ctagggctgt tggtaggatc aggtgaggee ttgcacattg 1371 

60 catgatgtac tcgtcatggt gtgttggtga gaggatggat gtggatggat gtgtattctc 1431 

agaegtagae cttgactgga ggcttgatcg agagagtggg cegtattett tgagagggga 1491 

65 ggctcgtgcc agaaatggtg agtggatgac tgtgacgctg tacattgeag gcaggtgaga 1551 

tgcactgtct cgattgtaaa atacattcag atgcaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa 



1608 
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<210> 6 
5 <211> 322 
<212> PRT 

<213> Haematococcus pluvial is 

10 



Thr Phe His Lys Pro val ser Gly Ala Ser Ala Leu Pro His lie Gly 
1 5 10 15 

pro Pro Pro His Leu His Arg Ser Phe Ala Ala Thr Thr Met Leu ser 
20 25 30 

Lys Leu Gin ser lie ser val Lys Ala Arg Arg val Glu Leu Ala Arg 
35 40 45 

Asp He Thr Arg Pro Lys val Cys Leu His Ala Gin Arg Cys Ser Leu 
50 55 60 

val Arg Leu Arq Val Ala Ala Pro Gin Thr Glu Glu Ala Leu Gly Thr 
65 70 75 80 

val Gin Ala Ala Gly Ala Gly Asp Glu His ser Ala Asp val Ala Leu 
85 90 95 

Gin Gin Leu Asp Arg Ala lie Ala Glu Arg Arg Ala Arg Arg Lys Arg 
100 105 no 

Glu Gin Leu Ser Tyr Gin Ala Ala Ala He Ala Ala Ser He Gly Val 
115 120 125 

ser Gly He Ala lie Phe Ala Thr Tyr Leu Arg Phe Ala Met His Met 
130 135 140 

Thr val Gly Gly Ala Val Pro Trp Gly Glu val Ala Gly Thr Leu Leu 
145 150 155 160 

Leu val val Gly Gly Ala Leu Gly Met Glu Met Tyr Ala Arg Tyr Ala 
165 170 175 

His Lys Ala lie Trp His Glu ser Pro Leu Gly Trp Leu Leu His Lys 
180 185 190 

ser His His Thr Pro Arg Thr Gly Pro Phe Glu Ala Asn Asp Leu Phe 
195 200 205 

Ala lie lie Asn Gly Leu Pro Ala Met Leu Leu cys Thr Phe Gly Phe 
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210 215 220 

Trp Leu Pro Asn val Leu Gly Ala Ala cys Phe Gly Ala Gly Leu Gly 
5 225 230 235 240 

He Thr Leu Tyr Gly Met Ala Tyr Met Phe val His Asp Gly Leu val 
245 250 255 

10 

His Arg Arg Phe Pro Thr Gly Pro lie Ala Gly Leu Pro Tyr Met Lys 
260 265 270 

15 Arg Leu Thr Val Ala His Gin Leu His His Ser Gly Lys Tyr Gly Gly 
275 280 285 

20 Ala Pro Trp Gly Met Phe Leu Gly Pro Gin Glu Leu Gin His He Pro 
290 295 300 

Gly Ala Ala Glu Glu val Glu Arg Leu val Leu Glu Leu Asp Trp ser 
25 305 310 315 320 

Lys Arg 

30 

<210> 7 
<211> 1650 

35 

<212> DNA 

<213> Lycopersicon esculentum 

40 

<220> 
<221> CDS 
45 <222> (112).. (1614) 
<223> 



<400> 7 

ggcacgagga aacttttctc tcttcactag ctgtttacat gcttgaaatt tcaagatttt 

55 aggaccccat ttgaagtttt cttgaaacaa atattaccct gttggaaaaa g atg gat 117 

Met Asp 

act ttg ttg aaa acc cca aat aac ctt gaa ttt ctg aac cca cat cat 165 
60 Thr Leu Leu Lys Thr Pro Asn Asn Leu Glu Phe Leu Asn Pro His His 

got ttt get gtt aaa get agt acc ttt aga tct gag aag cat cat aat 213 
Gly Phe Ala val Lys Ala Ser Thr Phe Arg ser Glu Lys His His Asn 
65 20 25 30 

ttt ggt tct agg aag ttt tgt gaa act ttg ggt aga agt gtt tgt gtt 261 



60 
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Phe Gly Ser Arg Lys Phe cys Glu Thr Leu Gly Arg ser val cys val 
35 40 45 50 

aag got agt agt agt get ctt tta gag ctt gta cct gag acc aaa aag 
5 Lys Gly Ser ser Ser Ala Leu Leu Glu Leu val Pro Glu Thr Lys Lys 

qag aat ctt gat ttt gag ctt cct atg tat gac cct tea aaa ggg gtt 
Glu Asn Leu Asp Phe Glu Leu Pro Met Tyr Asp Pro Ser Lys Gly val 
0 70 75 80 

gtt gtg gat ctt get gtg gtt got got ggc cct gca gga ctt get gtt 
val val Asp Leu Ala val Val Gly Gly Gly Pro Ala Gly Leu Ala val 
85 90 95 

5 gca cag caa gtt tct gaa gca gga etc tct gtt tgt tea att gat ccg 
Ala Gin Gin val ser Glu Ala Gly Leu ser val Cys ser He Asp Pro 
100 105 110 

>0 aat cct aaa ttg ata tgg cct aat aac tat ggt gtt tgg gtg gat gaa 
Asn Pro Lys Leu He Trp Pro Asn Asn Tyr Gly val Trp val Asp Glu 



ttt t 



i get atg gac ttg tta gat tgt eta gat get acc tgg tct ggt 
i Ala Met Asp Leu Leu Asp Cys Leu Asp Ala Thr Trp Ser Gly 



aca qca qtg tac att gat gat aat acg get aaa gat ctt cat aga cct 
Ala Ala val Tyr lie Asp Asp Asn Thr Ala Lys Asp Leu ms Arg Pro 
150 155 160 

tat gga agg gtt aac egg aaa cag ctg aaa teg aaa atg atg cag aaa 
Tyr Gly Arg Val Asn Arg Lys Gin Leu Lys Ser Lys Met Met Gin Lys 
165 170 175 

tgt ata atg aat ggt gtt aaa ttc cac caa gee aaa gtt ata aag gtg 
cys lie Met Asn Gly val Lys Phe His Gin Ala Lvs val He Lys vaT 

att cat gag gaa teg aaa tec atg ttg ata tgc aat gat ggt att act 
lie His Glu Glu ser Lys Ser Met Leu lie cys Asn Asp Gly lie Thr 
195 200 205 210 

att cag gca acg gtg gtg etc gat gca act ggc ttc tct aga tct ctt 
He Gin Ala Thr vaT vaT Leu Asp Ala Thr Gly Phe ser Arg ser Leu 
215 220 225 

gtt cag tat gat aag cct tat aac ccc ggg tat caa gtt get tat ggc 
Val Gin Tyr Asp Lys Pro Tyr Asn Pro Gly Tyr Gin val Ala Tyr Gly 
230 235 240 

att ttg get gaa gtg gaa gag cac ccc ttt gat gta aac aag atg gtt 
He Leu Ala Glu val Glu Glu His Pro Phe Asp Val Asn Lys Met val 
245 250 255 

ttc atg gat tgg cga gat tct cat ttg aag aac aat act gat etc aag 
Phe Met Asp Trp Arg Asp ser His Leu /Lys Asn Asn Thr Asp Leu Lys 
260 265 270 

gag aga aat agt aga ata cca act ttt ctt tat gca atg cca ttt tea 
Glu Arg Asn Ser Arg lie Pro Thr Phe Leu Tyr Ala Met Pro Phe Ser 
275 280 285 290 

tec aac agg ata ttt ctt gaa gaa aca tea etc gta get cgt cct ggc 
ser Asn Arg lie Phe Leu Glu Glu Thr Ser Leu val Ala Arg Pro Gly 
295 300 305 



: tta aac cat 
i Leu Asn His 
320 
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ttq cat ata gat gat att caa gaa cga atg gtg get cgt J 
Leu Arg He Asp Asp He Gin 61 u Arg Met val Ala Arg I 
310 315 

5 ttg ggg ata aaa gtg aag age att gaa gaa gat gaa cat tgt eta ata 
Leu gTv lie Lys val Lys ser lie Glu Glu Asp Glu His cys Leu lie 
325 330 335 

cca atg gat gat cca ctt cca gta tta cct cag aga gtc gtt gga ate 
10 Pro Met Gly Gly Pro Leu Pro val Leu Pro Gin Arg val val Gly lie 
340 345 350 

ggt ggt aca get ggc atg gtt cat cca tec acc ggt tat atg gtg gca 
Gly Gly Thr Ala Gly Met val His pro ser Thr Gly Tyr Met val Ala 
15 355 360 365 370 

agg aca eta get gcg get cct gtt gtt gec aat gee ata att caa tac 
Arg Thr Leu Ala Ala Ala Pro val val Ala Asn Ala lie lie Gin Tyr 
375 380 385 

20 

etc ggt tct gaa aga agt cat teg ggt aat gaa tta tec aca get gtt 
Leu Gly ser Glu Arg ser His ser Gly Asn Glu Leu ser Thr Ala val 
390 395 400 

25 tgg aaa gat ttg tgg cct ata gag agg aga cgt caa aga gag ttc ttc 
Trp Lys Asp Leu Trp Pro lie Glu Arg Arg Arg Gin Arg Glu Phe Phe 
405 410 415 

tgc ttc ggt atg gat att ctt ctg aag ctt gat tta cct get aca aga 
30 cys Phe Gly Met Asp lie Leu Leu Lys Leu Asp Leu Pro Ala Thr Arg 
420 425 430 

agg ttc ttt gat gca ttc ttt gac tta gaa cct cgt tat tgg cat ggc 
Arg Phe Phe Asp Ala Phe Phe Asp Leu Glu Pro Arg Tyr Trp His Gly 
35 435 440 445 450 



ttc tta teg tct cga ttg ttt eta cct gaa etc ata gtt ttt ggg ctg 
Phe Leu Ser Ser Arg Leu Phe Leu Pro Glu Leu lie Val Phe Gly Leu 
455 460 465 



tct eta ttc tct cat get tea aat act tct aga ttt gag ata atg aca 
ser Leu Phe Ser His Ala ser Asn Thr ser Arg Phe Glu lie Met Thr 
470 475 480 

aag gga act gtt cca tta gta aat atg ate aac aat ttg tta cag gat 
Lys Gly Thr val Pro Leu val Asn Met lie Asn Asn Leu Leu Gin Asp 
485 490 495 

aaa gaa tga atccgagtaa tteggaatet tgtccaatct cgtgcc 
Lys Glu 
500 

<210> 8 

<211> 500 

<212> PRT 

<213> Lycopersicon esculentum 



Met Asp Thr Leu Leu Lys Thr Pro Asn Asn Leu Glu Phe Leu Asn Pro 

15 10 15 
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His His Gly Phe Ala Val Lys Ala Ser Thr Phe Arg ser Glu Lys His 
20 25 30 

5 

His Asn Phe Gly ser Arg Lys Phe cys Glu Thr Leu Gly Arg ser val 

35 40 45 

10 Cys Val Lys Gly ser Ser Ser Ala Leu Leu Glu Leu val Pro Glu Thr 
50 55 60 

15 Lys Lys Glu Asn Leu Asp Phe Glu Leu Pro Met Tyr Asp Pro ser Lys 
65 70 75 80 

Gly Val val val Asp Leu Ala Val Val Gly Gly Gly Pro Ala Gly Leu 
20 85 90 95 

Ala val Ala Gin Gin val Ser Glu Ala Gly Leu ser Val Cys ser lie 
100 105 110 

25 

Asp Pro Asn Pro Lys Leu lie Trp Pro Asn Asn Tyr Gly val Trp val 
115 120 125 

30 Asp Glu Phe Glu Ala Met Asp Leu Leu Asp cys Leu Asp Ala Thr Trp 
130 135 140 

35 ser Gly Ala Ala val Tyr lie Asp Asp Asn Thr Ala Lys Asp Leu His 
145 150 155 160 

Arg Pro Tyr Gly Arg Val Asn Arg Lys Gin Leu Lys Ser Lys Met Met 
40 165 170 175 

Gin Lys cys lie Met Asn Gly val Lys Phe His Gin Ala Lys Val lie 
180 185 190 

45 

Lys val He His Glu Glu ser Lys Ser Met Leu lie Cys Asn Asp Gly 
195 200 205 

50 He Thr He Gin Ala Thr Val val Leu Asp Ala Thr Gly Phe Ser Arg 
210 215 220 

55 ser Leu val Gin Tyr Asp Lys Pro Tyr Asn Pro Gly Tyr Gin Val Ala 
225 230 235 240 

Tyr Gly lie Leu Ala Glu Val Glu Glu His Pro Phe Asp Val Asn Lys 
60 245 250 255 

Met val Phe Met Asp Trp Arg Asp ser His Leu Lys Asn Asn Thr Asp 
260 265 270 

65 

Leu Lys Glu Arg Asn ser Arg lie Pro Thr Phe Leu Tyr Ala Met Pro 
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275 280 285 

Phe ser Ser Asn Arg lie Phe Leu Glu Glu Thr Ser Leu Val Ala Arg 
5 290 295 300 

pro Gly Leu Arg lie Asp Asp lie Gin Glu Arg Met val Ala Arg Leu 
305 310 315 320 

10 

Asn His Leu Gly lie Lys val Lys ser He Glu Glu Asp Glu His Cys 
325 330 335 

15 Leu He Pro Met Gly Gly Pro Leu pro val Leu Pro Gin Arg Val Val 
340 345 350 

20 Gly lie Gly Gly Thr Ala Gly Met val His Pro Ser Thr Gly Tyr Met 



Val Ala Arq Thr Leu Ala Ala Ala pro val val Ala Asn Ala tie lie 
25 370 375 380 

Gin Tyr Leu Gly ser Glu Arg ser His ser Gly Asn Glu Leu Ser Thr 
385 390 395 400 

30 

Ala Val Trp Lys Asp Leu Trp Pro lie Glu Arg Arg Arg Gin Arg Glu 
405 410 415 

35 

Phe Phe cys Phe Gly Met Asp He Leu Leu Lys Leu Asp Leu Pro Ala 
420 425 430 

40 Thr Arg Arg Phe Phe Asp Ala Phe Phe Asp Leu Glu Pro Arg Tyr rrp 
435 440 445 

His Gly Phe Leu Ser Ser Arg Leu Phe Leu Pro Glu Leu lie val Phe 
45 450 455 460 

Gly Leu Ser Leu Phe Ser His Ala ser Asn Thr ser Arg Phe Glu He 
465 470 475 480 

50 

Met Thr Lys Gly Thr Val Pro Leu Val Asn Met He Asn Asn Leu Leu 
485 490 495 

55 

Gin Asp Lys Glu 
500 

60 <210> 9 
<211> 22 
<212> DNA 

65 

<213> kunstliche sequenz 
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<220> 

5 <221> Primer 

<222> CI) . . C22) 

<223> 148-Start 

10 

<400> 9 

atgatccagt tagaacaacc ac 

15 

<210> 10 

<211> 24 

20 

<212> DNA 

<213> kunstliche sequenz 

25 

<220> 

<221> Primer 

30 <222> CD..C24) 

<223> 148-End 

35 

<400> 10 

ctattttgct ttgtaaattt ctgg 

40 

<210> 11 

<211> 26 

45 <212> DNA 

-s213> kunstliche Sequenz 

50 

<220> 

<221> primer 

55 <222> CD - - C26) 
<223> 38-Start 

60 

<400> 11 

atgaattttt gtgataaacc agttag 



65 <210> 12 
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<211> 23 
<212> DNA 
5 <213> kunstliche Sequenz 



10 



<220> 

<221> Primer 

<222> CD..C23) 

15 <223> 38-End 



<400> 12 
20 acgaattggt tactgaattg ttg 
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